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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
APC antigen predstavitvene celice 
CC peptidi peptidi, ki tvorijo strukturo ovite vijačnice (ang. Coiled-coil peptides) 
CD cirkularni dikroizem 
CLR lektinski receptorji tipa C (ang. C-type lectin receptors) 
CpG zaporedje citozin-fosfat-gvanin 
CpG-ODN oligodeoksinukleotid z nemetelirianimi dinukleotidi  
citozin-fosfat-gvanin 
CpG-ODN-SH oligodeoksinukleotid z nemetelirianimi dinukleotidi  
citozin-fosfat-gvanin s tiolno skupino 
CuACC z bakrom katalizirana azid-alkin cikloadicija 
DNA deoksiribonukleinska kislina (ang. Deoxyribonucleic acid) 
DTT ditiotreitol 
GFP zeleni fluorescirajoči protein (ang. Green fluorescent protein) 
HRP hrenova peroksidaza 
IEC ionska izmenjevalna kromatografija (ang. Ion exchange 
chromatography) 
IFN interferon 
IPTG Izopropil-ß-D-1-tiogalaktopiranozid 
LB Luria-Bertani 
LRR z levcinom bogati receptorji (ang. Leucin-rich repeat receptors) 
NaDS natrijev dodecil sulfat (ang. Sodium dodecyl sulfate) 
NLR NOD-u podobni receptorji (ang. NOD-like receptors) 
ODN oligodeoksinukleotid 
ODN-biotin oligodeoksinukleotid z biotinom 
PAMP molekulski vzorci patogenov (ang. Pathogen associated molecular 
patterns) 
PCR verižna reakcija s polimerazo (ang. Polymerase chain reaction) 
PRR vzorčno prepoznavni receptorji (ang. Pattern recognition receptors) 
RLR RIG-I podobni receptorji (ang. RIG-I-like receptors) 
SDS glej NaDS 
TIR Toll-IL-1 receptor 
TLR Toll-u podobni receptorji (ang. Toll like receptors)  
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TLR5 Tollu podoben receptor 5 
TLR9 Tollu podoben receptor 9 
UV ultravijolično 
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1 UVOD 
Imunski sistem predstavlja zapleteno omrežje specializiranih molekul, celic, tkiv in 
organov, ki skupaj sodelujejo pri zaščiti telesa pred škodljivimi snovmi in patogenimi 
organizmi. Celice imunskega sistema prepoznajo tujek s pomočjo površinskih ali 
citoplazmatskih beljakovinskih receptorjev, imenovanih vzorčno prepoznavni receptorji 
(ang. »Pattern recognition receptors«, v nadaljevanju receptorji PRR) in sprožijo kaskado 
procesov, ki predstavlja imunski odgovor. Ena izmed pomembnih skupin receptorjev 
PRR so Toll-u podobni receptorji (ang. »Toll like receptors«, v nadaljevanju receptorji 
TLR), ki prepoznajo molekulske vzorce patogenov (ang. »pathogen associated molecular 
patterns«, v nadaljevanju vzorci PAMP). Ti molekulski vzorci patogenov predstavljajo 
različne, za mikroorganizme specifične, ogljikove hidrate, lipoproteine ali nukleinske 
kisline. Tekom magistrskega dela smo se osredotočili predvsem na slednje in sicer na 
nemetilirane CpG dinukleotide.   
 
Receptorji TLR so aktivatorji imunskega sistema, ki pri antigen predstavitvenih celicah 
aktivirajo prirojeni imunski odziv. Aktivacija prirojenega imunskega odziva posledično 
pripelje tudi do aktivacije pridobljenega imunskega odziva in imunskega spomina 
oziroma dolgotrajne zaščite pred ponovno okužbo z istim patogenom (Werling in Jungi, 
2003). Ta mehanizem ustvarjanja imunskega spomina se uporablja pri cepljenju. 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Tradicionalna cepiva temeljijo na neposredni aktivaciji celic imunskega sistema, z 
uporabo oslabljene ali uničene različice patogenega mikroorganizma oziroma njegovih 
sestavnih delov (Bloom, 1989). Ta cepiva so uspešna proti vrsti patogenov, predvsem 
zato, ker vsebujejo več različnih aktivatorjev prirojene imunosti skupaj z antigeni 
(Aguilar in Rodriguez, 2007). Pri novejših komponentnih cepivih je lahko učinkovitost 
aktivacije pridobljene imunosti slabša zaradi slabše aktivacije prirojene imunosti. 
Raziskovalci so potrdili, da je za izboljšanje aktivacije prirojene imunosti v cepivo 
potrebno vključiti aktivatorje različnih receptorjev prirojene imunosti. Učinkovitost se še 
poveča, če so ti aktivatorji med seboj povezani.  
1.2 CILJI 
Aktivatorji prirojene imunosti skupaj z antigeni izzovejo močnejši imunski odziv, če so 
med seboj povezani. Povezovanje in razporejanje večjega števila različnih aktivatorjev 
imunosti lahko dosežemo tudi z nekovalentnim povezovanjem posameznih komponent z 
uporabo peptidov, ki tvorijo ovite vijačnice. Peptidni pari, ki tvorijo ovite vijačnice, lahko 
služijo kot ogrodje za vezavo večjega števila molekul aktivatorja.  
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Cilj magistrske naloge je pripraviti polipeptidno verigo, ki jo sestavljajo peptidi, ki tvorijo 
ovite vijačnice. Proteinsko ogrodje predstavlja nosilec, na katerega bomo preko peptidov, 
ki tvorijo ovite vijačnice, vezali agoniste receptorjev TLR.  
 
V sklopu magistrskega dela bomo kovalentno povezali peptid, ki tvori ovito vijačnico, 
preko maleimidne skupine dodane peptidu s tiolno (-SH) skupino dodano CpG 
oligodeoksinukleotidnemu (okr. ODN) aktivatorju receptorja TLR9.  
1.3 HIPOTEZE 
Predpostavljamo, da: 
a) bomo proteinsko ogrodje pripravljeno iz peptidov, ki tvorijo ovite vijačnice, 
uspešno namnožili in izolirali iz bakterijske celice. 
b) bomo peptid, ki tvori ovito vijačnico povezali z oligonukleotidom z vzpostavitvijo 
kovalentne vezi med tiolno (-SH) skupino oligonukleotida in maleimidno skupino 
na peptidu.  
c) bomo konjugate peptida in molekule ODN očistili s pomočjo afinitetne 
kromatografije.  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 IMUNSKI ODZIV 
Okužbo z mikrobi zaznajo vzorčno prepoznavni receptorji (ang. Pattern recognition 
receptors; v nadaljevanju PRR) prirojenega imunskega odziva in posledično sprožijo 
takojšnjo obrambo organizma in hkrati aktivirajo dolgotrajno pridobljeno imunost. 
Prirojen imunski sistem prepozna veliko število različnih mikroorganizmov na podlagi 
skupnih strukturnih in funkcionalnih lastnosti, ki so povezani z različnimi razredi 
mikroorganizmov. Te vzorce imenujnemo molekulski vzorci patogenov (PAMP). Ti 
prepoznavni sistemi določajo položaj mikroorganizmov, viabilnost, razmnoževanje in 
patogenost (Iwasaki in Medzhitov, 2015) . Uspešna zaznava mikroorganizmov privede 
do vnetnih odzivov. Hkrati zaznavanje z receptorji PRR, ki so izraženi na antigen 
predstavitvenih celicah (v nadaljevanju APC), predvsem na dendritičnih celicah, privede 
do aktivacije pridobljenega imunskega odziva.  
2.2 TOLL-U PODOBNI RECEPTORJI 
Vzorčno prepoznavni receptorji PRR se uvrščajo v več družin receptorjev prirojenega 
imunskega odziva. Ti so Toll-u podobni receptorji (TLR), NOD-u podobni receptorji 
(NLR), z levcinom bogati ponavljajoči se receptorji (LRR), RIG-I podobni receptorji 
(RLR), lektinski receptorji tipa C (CLR) in ostali (Iwasaki in Medzhitov, 2015).  
 
Receptorji PRR se lahko nahajajo na celični membrani, endosomih ali v citoplazmi. Ena 
izmed skupin receptorjev, ki je membransko vezana, so receptorji TLR. Toll-u podobni 
receptorji so bili prvi odkriti receptorji, ki prepoznavajo vzorce patogenov PAMP. 
Znanstveniki so že konec 20. stoletja pokazali, da receptor Toll igra ključno vlogo pri 
obrambi proti glivični okužbi pri vinski mušici (Drosophila melanogaster), ki ima le 
prirojen imunski odziv (Lemaitre in sod., 1996; Ferrandon in sod., 2007).  
 
Toll-u podobni receptorji so transmembranski proteini tipa I, ki so sestavljeni iz N- in C-
terminalnih domen povezanih prek transmembranske vijačnice (Slika 1). Na N-
terminalnem koncu je ektodomena sestavljena iz z levcinom bogatih ponavljajočih 
odsekov, ki posredujejo pri prepoznavanju molekulskih vzorcev patogenov. Na C-
terminalnem koncu so citoplazemske domene TIR (Toll-IL-1 receptor), ki aktivirajo 
vnetne signalne poti. Do danes so pri ljudeh odkrili 10 funkcionalnih receptorjev te 
družine. Vsak receptor prepozna ločene molekulske vzorce patogenov iz virusov, gliv ali 
parazitov (Leulier in Lemaitre, 2008). 
4 
Lulić S. Optimizacija vezave aktivatorja receptorja TLR9 na peptide s strukturo ovite vijačnice.  
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
 
 
Slika 1: Kristalna struktura Toll-u podobnega receptorja TLR (prirejeno po Gao in sod., 2017) 
 
Ob prepoznavi ustreznega molekulskega vzorca patogena Tollu podobni receptorji vežejo 
adaptorske molekule, ki vsebujejo domeno TIR, kot npr. MyD88 in TRIF, in sprožijo 
signalne poti, ki vodijo do izločanja vnetnih molekul (Kawai in Akira, 2010). Ti odzivi 
povzročijo aktivacijo nevtrofilcov in makrofagov ter indukcijo IFN-stimuliranih genov. 
Prav tako aktivacija TLR signalizacije privede do zorenja dendritičnih celic, kar sproži 
tudi prirojeno imunost. Čeprav imajo receptorji TLR glavno vlogo pri aktivaciji 
imunskega odziva proti številnim patogenom, je postalo jasno, da je v imunski odgovor 
vključenih večje število receptorjev, ki vključujejo tudi že prej omenjene receptorje. 
(Kawai in Akira, 2010). 
2.3 OLIGODEOKSINUKLEOTIDI KOT AKTIVATORJI RECEPTORJA TLR9 
Oligodeoksinukleotidi, ki vsebujejo nemetilirane deoksicitidil-deoksigvanozin 
dinukleotide (CpG ODN) aktivirajo imunski odziv organizma z aktivacijo receptorja 
TLR9 (Kumagai in sod., 2008).   Sproščanje CpG DNA med okužbo aktivira prirojen 
imunski odziv preko receptorja TLR9 in nato sproži tudi pridobljen imunski odziv. 
Nemetilirano CpG DNA zaporedje je pogosto prisotno v virusni in bakterijski DNA. Pri 
človeškem imunskem odzivu je to tudi oblika zaščite pred zaznavo lastne DNA, saj 
človeška DNA vsebuje malo CpG motivov, ki so pretežno metilirani (Hemmi in sod., 
2000).  
 
Glede na mehanizem delovanja uvrščamo molekule CpG ODN v tri razrede prikazane v 
Preglednici 1. 
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Preglednica 1: Razredi molekul CpG ODN (prirejeno po Krieg, 2007) 
ODN razred Imunski učinek 
Razred A (inducirajo IFN-alfa) 
Izrazito izločanje IFN-alfa in zmerno izražanje 
kostimulatornih molekul. Nizka aktivacija celic B. 
Razred B (aktivirajo celice B) 
Izrazita proliferacija in diferenciacija celic B. Izražanje 
kostimulatornih molekul in šibko sproščanje IFN-alfa. 
Razred C (kombinirano delovanje) 
Izrazita proliferacija in diferenciacija celic B. Izločanje IFN-
alfa in izražanje kostimulatornih molekul. 
 
Poleg naravno prisotnih CpG DNA zaporedij poznamo tudi sintetična zaporedja, ki 
sprožijo podoben odziv. Sintetični agonisti receptorja TLR9 so molekule ODN dolžine 
približno 20 baznih parov s CG motivom. Pohar in sod. (2015) so pokazali, da je za 
aktivacijo človeškega receptorja TLR9 ključna prisotnost dveh CG motivov. Za 
aktivacijo mišjega receptorja TLR9 zadošča zgolj en CG motiv znotraj sintetične 
molekule ODN. 
 
Znanstveniki so razvili štiri pomembnejše načine uporabe molekul CpG ODN (Slika 2). 
Prva je uporaba CpG ODN molekul kot samostojnih agensov, ki preprečujejo okužbo 
gostitelja pred patogenimi organizmi, s sprožanjem prirojenega imunskega odziva. V 
kombinaciji z alergeni sprožijo specifičen odziv s celicami pomagalkami T1 in s tem 
preprečijo razvoj s celicami pomagalkami T2 povezano alergijsko astmo. Prav tako so 
molekule CpG ODN v obliki vakcin zmožne izboljšati funkcijo antigen-predstavitvenih 
celic in  ustvariti okolje s citokini in kemokini, ki je ugodno za razvoj prirojenega 
imunskega odziva. Kaskadni imunski odziv, ki ga sprožijo molekule CpG ODN, aktivira 
naravne celice ubijalke in citotoksične limfocite T, ki samostojno ali v kombinaciji z 
ostalimi komponentami olajša zdravljenje rakavih obolenj (Klinman in sod., 2004). 
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Slika 2: Možnosti uporabe molekul CpG ODN za terapevtske namene (prirejeno po Klinman, 2004) 
2.4 CEPIVA IN ADJUVANTI 
Prvo uspešno cepljenje, konkretno proti ošpicam, in hkrati tudi začetek razvoja 
imunologije kot vede se je odvilo leta 1796. Edward Jenner je takrat vbrizgal virus ošpic 
v 13 let starega fanta in opazil, da je zaradi tega bil kasneje odporen na virus (André, 
2003). Pomembnosti in tudi učinkovitosti cepljenja oziroma cepiv pričajo sami podatki. 
Za primer vzamemo ošpice, s katerimi je bilo leta 1941 v ZDA okuženih preko 890000 
ljudi, medtem ko leta 2014 je bilo zaznanih primerov 669 (Abbas in sod., 2018). To 
predstavlja 99,9% zmanjšanje pojavnosti bolezni. Kot drug primer lahko pogledamo polio 
virus. Leta 1952 je bilo v ZDA zaznanih več kot 20 000 primerov okužbe, medtem ko 
leta 2014 niti eden (Abbas in sod., 2018). Torej je cepljenje preprečilo pojavljanje in 
širjenje virusa med ljudmi. Najbolj uporabna so cepiva, ki sprožijo v prejemniku zorenje 
plazemskih B celic, razvoj spominskih B celic in sintezo specifičnih protiteles (Abbas in 
sod., 2018).  
 
Osnovno načelo cepljenja je vnos agensa v organizem ter s tem sprožiti imunski odziv in 
kasneje dolgotrajno imunost brez pojava bolezni. Cepiva lahko ustvarimo z uporabo 
različnih strategij. Uporabimo lahko oslabljene in deaktivirane bakterije ter viruse. To je 
bila tudi prva metoda cepljenja. Taka cepiva sprožijo prirojeni in pridobljeni imunski 
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odziv, a hkrati ne povzročijo bolezni. Drugo metodo predstavljajo očiščeni antigeni, torej 
molekule, ki v telesu povzročijo imunski odziv. Če jim dodajo določene polisaharide in s 
tem ustvarijo konjugate, le-ti aktivirajo tudi pomožne celice T. Poleg izoliranih 
specifičnih antigenov, lahko le-te ustvarijo tudi sintetično. Posebno metodo proizvodnje 
cepiv predstavljajo tudi rekombinantni virusi. To so živi virusi, ki ne povzročajo bolezni, 
a hkrati izražajo na površini mikrobne antigene. Rekombinantni virusi predstavljajo 
popolno aktivacijo imunskega odziva, saj virusni epitopi sami po sebi aktivirajo imunski 
odziv ter hkrati sprožijo imunski odgovor na vstavljene mikrobne antigene (Abbas in sod., 
2018). 
 
Vsa cepiva poleg antigena ali mešanice antigenov vsebujejo tudi adjuvante. To so snovi, 
ki aktivirajo prirojen imunski odziv in sprožijo od celic T odvisen imunski odziv. Delujejo 
s stimulacijo prirojenega imunskega odziva na mestu izpostavitve antigenu ter povzročijo 
povečano izražanje kostimulatorjev in proizvodnjo citokinov, kot je IL-12, ki stimulira 
rast in diferenciacijo T-celic. Veliko pozornosti je trenutno namenjeno adjuvantom, ki 
aktivirajo Tollu podobne receptorje. Za nas zanimiv adjuvant je sintetična molekula CpG 
ODN kot aktivator receptorja TLR9 (Duthie in sod., 2011). 
 
Poleg imunostimulatornih molekul, omenjenih v prejšnjem odstavku, so adjuvanti tudi 
molekule, ki olajšajo dostavo cepiva v organizem, kot so aluminijeve soli, emulzije, 
lipidni vezikli in ostali (Fox in sod., 2013). 
2.4.1 Povezovanje antigenov in adjuvantov 
Sodobna cepiva, ki temeljijo na rekombinantnih antigenih, pogosto potrebujejo dodatek 
adjuvantov za doseganje učinkovitega imunskega odziva. Povezovanje antigenov in 
adjuvantov oziroma aktivatorjev prirojenega imunskega odziva je mogoče na več 
načinov. Možno je povezovanje rekombinantnih virusov oziroma virusu podobnih delcev 
z adjuvanti preko različnih molekulskih skupin na zunanjosti virusa oziroma delca. Te 
skupine so, na primer, amino skupine, karboksilne skupine, sulfhidrilne ali hidroksilne 
skupine. Lizinski preostanki na površini virusu podobnih delcev omogoča tvorbo stabilne 
amidne vezi ob povezovanju s N-hidroksisukcinimid estri. Poleg lizinskih preostankov 
so tarča povezovanja tudi prosti cisteini preko tiolne ali amino skupine (Abdollahpour-
Alitappeh in sod., 2017). Za povezovanje se lahko uporabijo specifični kemijski 
povezovalci, klik kemija ali reducenti.  
 
Klik kemijo sta prva opisala Rostovtsev in sod. (2002) ter Tornøe in sod. (2002). 
Povezovanje s principom klik kemije omogoča povezovanje antigenov na polimere, kot 
so ogljikovi hidrati. Takšne spojine se lahko uporabljajo v terapevtske namene na 
področju zdravljenja raka, kažejo protivirusno in protibakterijsko aktivnost ter aktivirajo 
imunski odziv pri sesalcih (He in sod., 2016). 
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Antigene lahko povezujemo tudi na peptide, kot je flagelin, ki aktivira receptor TLR5 
(Hayashi in sod., 2001). Področje N- in C-terminalne hipervariabilne D2/D3 domene je 
pogosto tarča povezovanja antigenov. Tako povezani antigeni s peptidi lahko sprožijo 
močnejši imunski odziv v primerjavi s preprosto mešanico obeh posameznih komponent 
(Lee in sod., 2019).  
 
Poleg povezovanja antigenov na posamezne peptide je možno tudi povezovanje 
adjuvantov na proteinske mreže in s tem povečanje količine adjuvanta, ki jo vnesemo v 
organizem. To omogoči v naslednjih korakih bolj intenziven in učinkovit imunski odziv. 
 
Kombinacija adjuvantov in antigenov omogočijo aktivacijo tudi imunskih celic, kar je 
temelj za pridobljeno imunost. Tako dosežemo povezovanje prirojenega in pridobljenega 
imunskega odziva.  
2.5 OVITE VIJAČNICE 
Ovite vijačnice (ang. coiled coils) predstavljajo eno najpreprostejših sekundarnih struktur 
proteinov. Zaradi možnosti načrtovanja predstavljajo zanimive gradnike za izgradnjo 
modularnih nanostruktur in različna proteinska ogrodja (Drobnak in sod., 2017). 
Specifičnost parjenja med dimernimi oblikami ovitih vijačnic temelji na hidrofobnih in 
elektrostatičnih interakcijah med posameznimi aminokislinami.  
2.5.1 De novo načrtovanje ovitih vijačnic  
Osnovna zgradba ovite vijačnice je ponavljajoče zaporedje sedmih aminokislin, ki jih 
označimo s črkami a, b, c, d, e, f in g (Slika 3). Tako zaporedje sedmih aminokislin 
imenujemo heptada, ki vsebuje specifične hidrofobne in hidrofilne ostanke. Znanstveniki 
so predhodno določili, katera aminokislina na posameznih mestih imajo ključno vlogo za 
stabilnost ovite vijačnice (Gradišar in Jerala, 2011). Z energetskega vidika imata 
najpomembnejšo vlogo hidrofobna ostanka na pozicijah a in d. Tako se tu najpogosteje 
nahajajo alanin, izolevcin, levcin, metionin ali valin. Naslednjo pomembno vlogo imata 
poziciji e in g, kjer se nahajata nasprotno nabiti aminokislini, ki pripomoreta k 
selektivnosti parjenja. Na poziciji g se nahaja lizin, na poziciji e glutaminska kislina in 
skupaj tvorita znotrajverižni ionski par v heterodimerični strukturi. Pozicije b, c in f so 
izpostavljene topilu. S spreminjanjem teh pozicij vplivamo na fizikalno-kemijske 
lastnosti ovite vijačnice.  
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Slika 3: Slika prikazuje paralelno orientacijo ovite vijačnice. Posamezna heptada je označena s črkami od 
a do g. Poziciji a in g načeloma zavzemata hidrofobna ostanka, ki tvorita hidrofobno osnovo. Poziciji e in 
g sta pogosto zasedena z nabitimi ostanki, ki narekujeta paralelno helično usmerjenost, kar privede do 
medheličnih elektrostatičnih interakcij (Gradišar in Jerala, 2011). 
Za sestavo stabilne ovite vijačnice potrebujemo vsaj tri do štiri heptadne ponovitve. 
Gradišar in sodelavci (2013) so z uporabo peptidov, ki tvorijo ovite vijačnice uspešno 
sestavili tudi tridimenzionalne strukturo tetraedra iz ene polipeptidne verige, kar je odprlo 
vrata v raziskovanje sestavljanja tudi drugih poliedrskih struktur, proteinskih mrež in 
proteinskih kletk. 
2.5.2 Uporabnost ovitih vijačnic 
Modularni dizajnirani peptidi ovitih vijačnic (CC peptidi) kažejo več lastnosti, zaradi 
katerih so zanimivi za terapevtske namene. Dizajnirani proteini se že uporabljajo kot nano 
vakcine in kot sistem za dostavo zdravil. Cepiva, ki temeljijo na podenotah organizmov, 
oziroma na antigenih predstavljajo bolj varno metodo cepljenja v primerjavi z 
inaktiviranimi mikroorganizmi. Nanodelci, ki temeljijo na proteinih imajo prednost pred 
polimernimi nanodelci predvsem v svoji zmožnosti upravljanja in biorazgradljivosti. 
Peptidni nanodelci, ki se sami sestavijo, so oblikovani tako, da imajo lahko več vezavnih 
mest za antigene. Epitope navadno združijo s kratkimi peptidi, ki se povežejo v vlakna 
ali bolj kompaktne delce. Tako so proteinski nanodelci konjugirani z različnimi antigeni 
povzročili avto-adjuvantski efekt in sprožili diferenciacijo antigen specifičnih T celic za 
številne bolezni (Lapenta in sod., 2018). Hkrati inženiring proteinov predstavlja zmožnost 
gradnje novih in arhitekturno dodelanih struktur na atomski ravni.  
 
Dobro poznavanje, enostavnost in znana zgradba peptidov ovitih vijačnic je omogočilo 
uspešno načrtovanje in sestavo ortogonalnih parov ovitih vijačnic. Tvorimo lahko 
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različne pare ortogonalnih peptidov ali pa različne oligomerne oblike (Potapov in sod., 
2015; Ljubetič in sod., 2016). Možnost načrtovanja ortogonalnih parov peptidov ovitih 
vijačnic ima veliko uporabnost v sintezni biologiji.  
 
Ovite vijačnice lahko uporabimo kot adjuvante k cepivom v različnih oblikah. V našem 
primeru je cilj uporabiti komplementaren par ovitih vijačnic povezan z 
oligodeoksinukleotidom, ki bi lahko aktiviral TLR9 (Slika 4). S tem bi dosegli sočasno 
dostavo različnih aktivatorjev imunskega odziva v antigen predstavitvene celice. To bi 
aktiviralo prirojeno in pridobljeno imunost.   
 
 
Slika 4: Prikaz ortogonalnega para ovitih vijačnic povezanih z aktivatorjem TLR9. 
2.6 KOVALENTNO POVEZOVANJE (KONJUGACIJA) PEPTIDOV Z 
NEPEPTIDNIMI MOLEKULAMI 
Konjugacija oziroma kovalentno povezovanje peptidov in ostalih molekul med seboj ima 
veliko vrednost v medicini, biomedicini, diagnostiki, vedah o življenju in drugih vedah 
(Hermanson, 2013). Področje biokonjugatov je široko in opisanih je veliko metod 
povezovanja molekul med seboj. V osnovi je postopek konjugacije povezovanje dveh 
različnih molekul v večji kompleks navadno preko kovalentne vezi z uporabo specifičnih 
povezovalnih molekul (Slika 5) ali preko funkcionalnih skupin znotraj molekul, ki jih 
želimo povezati.  
 
 
Slika 5: Splošen prikaz tvorbe konjugata 
Zaradi narave magistrskega dela je v le-tem predstavljen le izbor določenih metod 
konjugacije molekul.  
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2.6.1 Z encimi katalizirano povezovanje molekul 
Encimi predstavljajo lahko orodje za uspešno povezovanje različnih molekul med seboj. 
Kot primer, s pomočjo encima tirozinaze lahko in vitro povežemo želatino s hitozanom. 
Tako dosežemo povezovanje proteina in polisaharida v gelu podoben kompleks (Chen in 
sod., 2002).  
 
Z encimi katalizirano povezovanje omogoča tudi povezovanje molekul DNA z različnimi 
molekulami, kot so fluorescentna barvila, biotin ali polietilen glikol. Encim, ki to 
omogoča, je DNA metiltransferaza. Le-ta prenese metilno skupino na molekulo DNA s 
pomočjo kofaktorjev, ki so analogi S-adenozil-L-metionina (Deen in sod., 2018).  
2.6.2 »Klik kemija« z uporabo z bakrom katalizirane azid-alkin cikloadicije 
Z bakrom katalizirano azid-alkin cikloadicijo (ang. Copper-Catalyzed Azide-Alkyne 
Cycloaddition, okr. CuAAC) sta predstavile dve neodvisni znanstveni skupini leta 2002 
(Tornoe in sod., 2002; Rostovtsev in sod., 2002). Uporablja se lahko tako za 
intermolekularne kot tudi intramolekularne modifikacije peptidov.  
 
Astashkova in sod. (2013) so uspešno povezali peptid in molekulo DNA z uporabo 
CuAAC klik kemije. Prednosti uporabe te metode se kažejo v znatno višji hitrosti reakcije 
in enostavno čiščenje produktov.  
2.6.3 Povezovanje maleimida in tiolne skupine 
Povezovanje maleimidne skupine s tiolno omogoča medsebojno povezovanje 
oligonukleotidov in peptidov (Tung in sod., 1991). Reakcija lahko poteče že pri milih 
pogojih in pH vrednostih med 6,5 in 7,5. Pogoj za povezovanje je redukcija disulfidnih 
vezi v proteinu, kar izpostavi tiolno skupino in jo naredi dovzetno za povezovanje z 
maleimidno skupino. Pri tem se je potrebno izogibati reducentov, ki vsebujejo tiolne 
skupine, kot je, na primer, ditiotreitol (DTT).  
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Laboratorijska oprema 
Preglednica 2: Seznam laboratorijske opreme. 
Proizvajalec  Laboratorijska oprema  
Analytik Jena  elektroforezna banjica (Horizon® 11.4) 
Applied Biosystems  aparatura za verižno reakcijo s polimerazo (Veriti® 96 Thermal Cycler)  
Bio Rad  banjica za poliakrilamidno gelsko elektroforezo, banjica za moker prenos, izvor 
napetosti za elektroforezo 
Biometra  UV transiluminator za opazovanje gelov 
Canon  fotoaparat za slikanje gelov  
DNR Bio-Imaging 
Systems  
aparatura za fotografiranje agaroznih gelov  
Eppendorf  avtomatske pipete različnih volumnov, multikanalne pipete, namizna centrifuga 
(MiniSpin), centrifuga (5430R), termoblok (Thermomixer R), 
mikrocentrifugirke, pipetni nastavki 
GE Healthcare  Amersham Hybond-N+ membrana 
Gilson  avtomatske pipete  
Gorenje  mikrovalovna pečica  
Hettich  centrifuga (Universal 320R)  
Hoefer Scientific 
Instruments  
vir napetosti za agarozno gelsko elektroforezo (PS 500X) 
IKA  magnetna mešala  
Iskra PIO  laminarij (Iskra PIO MC 12-2)  
Kambič  stresalnik, avtoklav  
Kern EW tehtnica 
Leica Microsystems 
Nalgene 
Sanyo 
Sarstedt 
Schott Duran 
Steelo 
Syngene 
računalniški program Leica LAS AF Lite 
stojala za mikrocentrifugirke 
zamrzovalnik (-80°C) 
nastavki za pipete, centrifugirke  
steklovina 
pomivalni stroj 
G:BOX in pripadajoči računalniški program za 
obdelavo podatkov 
Liebherr hladilnik (Profiline GKv 6410), zmrzovalnik (Profiline BKPv 8470) 
Thermo Scientific spektrofotometer za meritve koncentracije DNA (NanoDrop 1000), inkubator za 
gojenje celičnih kultur (Heracell Vios 160i), zmrzovalnik -80 °C (Hera Freeze 
HFU B Series) 
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3.1.2 Kemikalije 
Preglednica 3: Seznam uporabljenih kemikalij. 
Proizvajalec  Kemikalija  
Gold Biotehnology   agaroza, ampicilin, kanamicin  
Integrated DNA 
Technologies 
oligonukleotidni začetniki 
Kapa Biosystems Kapa HiFi Master Mix (2x) 
Kemika  glicerol, bromfenol modro  
Merck  Etanol, metanol, NaCl, MgCl2, izopropanol  
New England Biolabs Taq ligaza 
Sigma-Aldrich  DMSO, gojišče LB po Millerju, dNTP, glukoza, EDTA, glicerol, akrilamid, 
etidijev bromid, nitrocelulozna membrana, Tween 20, SDS, Tris-HCl, 
HEPES,  ATP, etidijev bromid 
Thermo Fisher  6× DNA nanašalni pufer, DNA standard GeneRuler™ 1 kbp Plus DNA 
Ladder, DNA ligaza, PageRuler™ Prestained Protein Ladder Plus, Pierce 
Streptavidin Magnetic Beads 
 
3.1.3 Kompleti 
Preglednica 4: Uporabljeni komercialni kompleti. 
Proizvajalec Ime Uporaba 
Thermo Fisher GeneJet Plasmid Miniprep Kit Izolacija plazmidne DNA 
VWR Gel Extraction Kit, peqGOLD Izolacija in čiščenje DNA 
fragmentov iz agaroznega gela 
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3.1.4 Raztopine in pufri 
Raztopine in pufri, uporabljeni v delu so navedeni v spodnji preglednici (Preglednica 5). 
Preglednica 5: Uporabljene raztopine oziroma pufri in njihova sestava. 
Raztopina oz. pufer  Sestava  
1 % agarozni gel  1 g agaroza, 100 ml 1x TAE pufer  
4 % vstopni gel poliakrilamidni gel 1,25 ml 0,5 M Tris/HCl (pH 6.8), 3,05 mL MQ, 0,665 ml 30 
% akrilamid/bisakrilamid, 50 µl 10 % SDS, 25 µl 10 % APS, 
5 µl TEMED 
15 % ločitveni poliakrilamidni gel  
 
2,5 ml 1,5 M Tris/HCl (pH 8,8), 4,1 ml MQ, 3,3 ml 30 % 
akrilamid/bisakrilamida, 100 µl 10 % SDS, 50 µl 10 % APS, 
5 µL TEMED 
Poliakrilamidni gel z ureo 3,8 ml ultračiste vode, 11,26 ml 40% akrilamida, 14,4 g urea, 
3 ml 10×TBE pufer, 150 l APS, 15 l TEMED 
10×elektroforezni pufer z SDS 30 g Tris, 10 g SDS, 144 g glicina, dopolnimo do 1 l z MQ; 
pred elektroforezo pufer 10× redčimo z MQ 
4×nanašalni pufer za SDS z reducentom  0,138M SDS, 0,125M Tris-HCl pH 6,8, 40 % (v/v) glicerol, 
0,8 mL β-merkaptoetanol. 0,1 % (v/v) bromfenol modro 
50×TAE pufer  242 g Tris, 57,1 mL ledocetna kislina, 100 mL EDTA (50 
mM), dH2O do 1000 ml, pH 8,0  
Reakcijski pufer za lepljenje po Gibsonu 
 
ISO pufer (25 % PEG-8000, 500mM Tris-HCl pH 7,5, 50 
mM MgCl2, 50 mM DTT, 1 mM vsak dNTP, 5 mM NAD), 
10 U/μl T5 eksonukleaza, 2 U/μl Phusion polimeraza, 40 
U/μl Taq ligaza 
TCEP (konjugacijski) pufer 20 mM Tris, 15 0mM NaCl, 1 mM TCEP, pH 7 
10×TBE pufer 1 M Tris, 1 M borova kislina, 0,02 M EDTA 
Pufer A 50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 8 
Pufer B 50 mM Tris, 2 M NaCl, pH 8 
 
3.1.5 Oligodeoksinukleotidi 
V preglednicah spodaj so predstavljeni uporabljeni oligodeoksinukleotidi (Preglednica 
6) in začetni oligonukleotidi (Preglednica 7). 
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Preglednica 6: Uporabljeni oligodeoksinukleotidi z nukleotidnim zaporedjem. 
Oligodeoksinukleotid Zaporedje 
ODN-biotin 5’ AAC GTC AGG AAC GTC ATG GA 3’ 
CpG-ODN 5’ TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT 3’ 
CpG-ODN-SH 5’ TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT (C6-SH) 3’ 
 
Preglednica 7: Uporabljeni začetni oligonukleotidi z nukleotidnim zaporedjem. 
Oznaka Zaporedje 
pET41a F ctaggctgctaaacaaagcccgaaaggaagctgag 
GFP-p3ms-R ctgaatttcatcttccgggctcatatgacctccgctgccttgaaaatac 
P3Ms-F caaggcagcggaggtcatatgagcccggaagatgaaattcagcagctg 
P6Hb-R cctttcgggctttgtttagcagcctagttagcaacgtttcaaatactcaatc 
P10nh-pET41a-F 
 
ctgtctcgagggatcttcaggcagtggaagcccggaagataaaaaccaggaactgaaaaaagaa 
aacgaagaactggaacgcaaaatttgggaactgaaaaaaaaaattcaggaactgaaacgcggct 
gctaactaggctgctaaacaaagccc 
P6Hb-P10nh-R gatccctcgagacgtttcaaatactcaatcttgcgc 
3.1.6 Peptidi 
Preglednica 8: Uporabljeni peptidi z aminokislinskim zaporedjem. Peptida P9 in P10 sta vsebovala 
maleimidno modifikacijo. 
Peptid Aminokislinsko zaporedje 
P9-C’mal D ENQELEK KNEELKR EIWELEK EIQELER GK-(maleimide) 
P9-N’mal (maleimide)- D ENQELEK KNEELKR EIWELEK EIQELER GK 
P10-C’mal D KNQELKK ENEELER KIWELKK KIQELKR GK-(maleimide) 
P3 EIQQLEEEISQLEQKNSELKEKNQELKYG 
P6 KNEELKR EIKELEW ENEELER KIEELKR GC 
 
Oznaki P9-C'mal in P9-N'mal označujeta peptida P9 z maleimidno modifikacijo na C 
oziroma N terminalnem koncu. Peptid P10-C'mal je imel maleimidno modifikacijo na C 
terminalnem koncu (Preglednica 8).  
3.1.7 Gojišča 
Za gojenje kompetentnih celic smo uporabili gojišče Luria-Bertani (LB). Za selekcijo 
pozitivno transformiranih bakterij smo dodali ustrezno količino antibiotika. Zapis za 
rezistenco na antibiotik vsebuje transformirani plazmid. Pripravili smo tekoče gojišče 
(Preglednica 9) in trdno gojišče (Preglednica 10). 
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Preglednica 9: Sestava tekočega gojišča LB 
Kemikalija Količina 
Gojišče LB po Millerju 25 g/l 
Preglednica 10: Sestava trdnega gojišča LB z agarjem 
Kemikalija Količina 
Gojišče LB po Millerju 25 g/l 
Agar 15 g/l 
Antibiotik 100 g/ml 
 
Vsa gojišča so bila pripravljena z destilirano vodo in sterilizirana v avtoklavu. Antibiotik 
smo dodali v ohlajeno gojišče. 
3.1.8 Plazmid 
Plazmid, ki smo ga uporabljali za namnožitev proteinskega ogrodja, je bil pET41a 
(Novagen). Uporablja se za izražanje proteinov v bakterijah z ITPG inducibilnim 
promotorjem T7, terminatorjem T7 in histidinsko oznako.  
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3.1.9 Bakterijski sevi 
Uporabljeni bakterijski sevi so navedeni v preglednici 11. 
Preglednica 11: Seznam uporabljenih bakterijskih sevov z genotipi. 
Organizem/sev Genotip 
DH5alfa F-/ supE44, ΔlacU169 (φ80 lacZΔM15) hsdR17 
recA1 endA1 gyrA96, thi-1, relA1 
 
 
NiCo21[DE3] can::CBD fhuA2 [lon] ompT gal (λ DE3) [dcm] 
arnA::CBD slyD::CBD glmS6Ala ΔhsdS λ DE3 = λ 
sBamHIo ΔEcoRI-B int::(lacI::PlacUV5::T7 gene1) 
i21 Δnin5 
  
TOP 10 F– mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15 
ΔlacX74 recA1 araD139 Δ(ara-leu)7697 galU 
galK λ– rpsL(StrR) endA1 nupG 
3.2 METODE  
3.2.1 Molekularno kloniranje  
Proteinsko ogrodje iz peptidov, ki tvorijo ovite vijačnice, smo pripravili z uporabo metode 
izotermalnega lepljenja po Gibsonu (Gibson, 2011). Ta metoda omogoča združevanje 
DNA fragmentov z uporabo treh ključnih encimov: T5 exonukleaza, Phusion DNA 
polimeraza in Taq ligaza. Odseke DNA, ki jih želimo zlepiti med seboj morajo imeti 
daljše prekrivajoče konce (Slika 6). Za to se uporabijo oligonukleotidni začetniki, ki ob 
naleganju tvorijo prekrivajoče konce v dolžini nekaj 10 baznih parov. Le-ti se ujemajo s 
tarčnim plazmidom, v katerega vstavimo konstrukt. T5 eksonukleaza razgradi DNA 
verigo s 5' konca, DNA polimeraza poskrbi za dopolnjevanje manjkajočih nukleotidov in 
DNA ligaza katalizira nastanek vezi med fragmenti. Metoda lahko koristi za lepljenje več 
daljših DNA fragmentov. Pri tem smo bili pozorni, da odseki DNA niso prekratki, saj 
obstaja nevarnost njihove popolne razgradnje s T5 eksonukleazo.  
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Slika 6: Prikaz izotermalnega lepljenja po Gibsonu (prirejeno po NEB Gibson Assembly, 2020). 
Sestava mešanice je prikazana v Preglednici 12 in Preglednici 13.  
Preglednica 12: Sestava 5×ISO pufra 
Kemikalija Količina 
1 M Tris-HCl pH 7,5 3 ml 
2 M MgCl2 150 l 
100 mM dGTP 60 l 
100 mM dATP 60 l 
100 mM dCTP 60 l 
100 mM dTTP 60 l 
1 M DTT 300 l 
PEG-8000 1,5 g 
100 mM NAD 300 l 
H2O Do končne prostornine 6 ml 
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Preglednica 13: Sestava mešanice za izotermalno lepljenje po Gibsonu 
Snov Količina 
5×ISO pufer 340 l 
T5 eksonukleaza (10 U/l) 0,64 l 
Phusion polimeraza (2 U/l) 20 l 
Taq ligaza (40 U/l) 160 l 
H2O 709,36 l 
3.2.2 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
Z verižno reakcijo s polimerazo (ang. Polymerase chain reaction, okr. PCR) smo s 
pomočjo oligonukleotidnih začetnikov pomnožili posamezne odseke z zapisom za 
proteinsko ogrodje in jih nato s pomočjo izotermalnega lepljenja po Gibsonu sestavili v 
ekspresijski vektor pET41a.  
 
Pomnoževanje je potekalo z uporabo DNA-polimeraze KaPa HiFi po navodilih 
proizvajalca. Sestava reakcijske mešanice in stopnje ter pogoji reakcije PCR so prikazane 
v Preglednici 14 oziroma Preglednici 15. 
Preglednica 14: Sestava reakcijske mešanice za reakcijo PCR 
Komponenta Količina v ml 
KaPa HiFi pufer s polimerazo (2×) 12,5 
Matrična DNA (10-15 ng) 1 
Oligonukleotidni začetnik 1 (20 M) 0,75 
Oligonukleotidni začetnik 2 (20 M) 0,75 
Destilirana voda 10 
Skupna prostornina 20 
Preglednica 15: Stopnje in pogoji reakcije PCR 
Stopnja   Temperatura Čas 
začetna denaturacija   95°C 2min 
30 ciklov denaturacija 95°C 15 s 
 
prileganje 65°C 30 s 
 
podaljševanje 72°C 1 min za kb 
zaključno podaljševanje   72°C 7 min 
konec   4°C neskončno 
 
20 
Lulić S. Optimizacija vezave aktivatorja receptorja TLR9 na peptide s strukturo ovite vijačnice.  
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
 
Temperaturo prileganja smo preračunali po enačbi Tm = 4 × (G + C) + 2 × (A + T), pri 
čemer oznake G, C, A in T pomenijo število posameznih nukleotidov v delu naleganja 
začetnega oligonukleotida.  
3.2.3 Agarozna gelska elektroforeza 
Agarozna gelska elektroforeza je učinkovita metoda ločevanja DNA fragmentov po 
velikosti. Obseg ločevanja je od 100 baznih parov do 25000 baznih parov. Med 
tvorjenjem gela se agarozni polimeri povežejo nekovalentno in tvorijo mrežasto strukturo 
z različnimi velikostmi por, le-te nato določajo presejevalne oziroma ločevalne 
značilnosti gela. Zaradi negativnega naboja DNA molekul se fragmenti pomikajo proti 
pozitivno nabiti anodi. Zaradi enotnega razmerja med maso in nabojem je prepotovana 
razdalja na gelu obratno sorazmerna z logaritmom molekulske mase. Po ločevanju lahko 
predhodno obarvane DNA fragmente vidimo pod UV lučjo. (povzeto po Lee in sod., 
2012). 
 
Uporabili smo 1 % agarozni gel pripravljen v pufru TAE. Ločevanje je potekalo 30-45 
minut pri stalni napetosti 120 V. Ločene produkte smo slikali pod UV lučjo (BioMetra).  
3.2.4 Izolacija DNA fragmentov iz gela 
Ločene produkte gelske elektroforeze smo s pomočjo skalpela izrezali iz gela in izolirali 
ter očistili z uporabo komercialnega kompleta Gel Extraction Kit peqGOLD (VWR) po 
navodilih proizvajalca.  
3.2.5 Transformacija kompetentnih celic in razmaz na LB agarozne plošče 
Kompetentne celice so shranjene v zbirki na -80 °C. Pred uporabo smo jih odtajali na 
ledu. Kompetentnim celicam smo dodali ligacijsko mešanico ali plazmid in inkubirali na 
ledu 15-30 minut. Sledil je toplotni šok pri 42 °C 3 minute. Celice smo postavili nazaj na 
led za 2 minuti in nato dodali 1 ml tekočega LB gojišča ter inkubirali pri 37 °C približno 
eno uro pri stresanju od 300 do 500 obr./min. Po inkubaciji smo celice centrifugirali 3 
minute na 7000 obr./min, odlili supernatant, resuspendirali celice v preostalem gojišču in 
razmazali na LB agarozno ploščo z ustreznim selekcijskim antibiotikom.  
 
Bakterijske kompetentne celice E. coli NiCo21 smo transformirali s plazmidom pET41a, 
z zapisom za proteinsko ogrodje, in razmazali na trdno gojišče LB z dodanim 
antibiotikom. Po inkubaciji preko noči, na stresalniku, pri 37 °C in 160 obr./min, smo 
precepili posamezne kolonije v 100 ml tekočega gojišča LB z dodanim antibiotikom.  
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3.2.6 Izolacija plazmidne DNA 
Posamezno bakterijsko kolonijo, ki je vsebovala plazmidno DNA smo iz agarne plošče 
prenesli v 10 ml tekočega gojišča LB z antibiotikom. Gojišče smo inkubirali 16 h pri 
37 °C in 200 obr./min v inkubatorju čez noč (16 h). Bakterijske celice smo zbrali s 
centrifugiranjem pri 12000 obr./min. Zbranim celicam smo odstranili gojišče in 
nadaljevali z uporabo GeneJet Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific) komercialnega 
kompleta in sledili navodilom proizvajalca.  
3.2.7 Točkovni prenos ODN-biotin in detekcija s streptavidin-HRP 
Želeli smo preveriti prisotnost biotina na molekuli ODN-biotin. Za izvedbo testa smo 
ODN-biotin nanesli na nitrocelulozno membrano (Nylon Hybond-N+; GE Healthcare) in 
jo nato sprali s pufrom TBST (20 mM Tris-HCl, 140 mM NaCl, 0,1 % Tween 20, pH 
7,5). Temu je sledila inkubacija s streptavidin-HRP. Streptavidin, ki je konjugiran s 
hrenovo peroksidazo (HRP), se poveže z biotinom. Detekcijo prisotnosti biotina smo 
izvedli z dodajanjem SuperSignal West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (Thermo 
Scientific) reagenti po navodilih proizvajalca in slikanjem s pomočjo aparata G-box.   
 
 
Slika 7: Prikaz ODN-biotin s točkovnim prenosom na membrano in detekcija s streptavidin-HRP. 
Na membrano smo nanesli redčitve raztopljenih molekul ODN z biotinom, ki so 
prikazane v Preglednici 16. 
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Preglednica 16: Redčitve raztopljene molekule ODN z biotinom. 
Oznaka redčitve Koncentracija [ng/l] 
1 300,00 
2 150,00 
3 75,00 
4 37,50 
5 18,75 
6 9,38 
3.2.8 NaDS poliakrilamidna gelska elektroforeza  
Za ločevanje proteinov in konjugata peptid-ODN smo uporabili 15%-NaDS 
poliakrilamidni gel (Preglednica 5). Na gel smo nanesli vzorce, ki smo jim dodali 
reducent in segrevali 5 minut na 95 °C ter nato ohladili na ledu. Poleg vzorcev smo nanesli 
standard, ki vsebuje proteine z določeno molsko maso. Gel je bil vpet v BioRad 
Miniprotein sistem, v katerem je ločevanje potekalo pri stalni napetosti 200 V približno 
45 minut.  
3.2.9 Elektroforeza z akrilamidnim denaturirajočim gelom z dodano ureo 
Podobno kot smo izvedli NaDS poliakrilamidno gelsko elektroforezo, smo izvedli tudi 
elektroforezo z akrilamidnim denaturirajočim gelom z dodano ureo. Pripravili smo 15 % 
akrilamidni gel, ki smo mu dodali ureo (Preglednica 17). 
Preglednica 17: Sestava denaturirajočega gela z ureo. 
Kemikalija Količina 
40 % akrilamid/bis-akrilamid 11,26 ml 
Urea 14,4 g 
10× TBE pufer 3 ml 
Destilirana voda 3,8 ml 
  
Pred ločevanjem smo pustili izvajati prazno ločevanje, brez vzorcev, 30 minut pri 150 V. 
Nato smo nanašalne prostorčke gela sprali z demineralizirano vodo in dodali vzorec. 
Vzorci so bili sestavljeni iz 30 l vzorca in 24 l 1,25× nanašalnega barvila (Preglednica 
18), segrevani 5 minut pri 95 °C in 2 minuti ohlajani na ledu. Poleg vzorcev smo na gel 
nanesli tudi ustrezno proteinsko ter DNA lestvico in postopek izvajali približno 45 minut 
pri 150 V.  
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Preglednica 18: Sestava 1,25× nanašalnega barvila 
Kemikalija Količina 
Formamid 900 ml 
0,5M EDTA 22,2 ml 
Bromfenol modro in ksilen cianol 26,5 ml 
Destilirana voda 51,3 ml 
 
Za opazovanje produktov v gelu smo uporabili barvilo za proteine InstantBlue Protein 
Stain (expedeon) in barvilo za DNA SybrGold Nucleic Acid Gel Stain (Thermo 
Scientific) po navodilih proizvajalca.  
3.2.10 Produkcija proteina 
3.2.10.1 Gojenje bakterij za pridobivanje proteina 
Prekonočni kulturi inokuluma (glej poglavje 3.2.5) smo izmerili optično gostoto pri 600 
nm (OD600). Za nadaljnje korake smo preračunali količino inokuluma, ki jo moramo 
dodati v 0,5 l tekočega gojišča LB, da dosežemo začetno vrednost optične gostote 
A(začetna) = 0,1. To dobimo po enačbi (1): 
 
𝑉(𝑖𝑛𝑜𝑘𝑢𝑙𝑢𝑚) =
𝐴(𝑧𝑎č𝑒𝑡𝑛𝑎)×𝑉(𝑔𝑜𝑗𝑖šč𝑎)
𝑂𝐷600
     … (1) 
 
Sledilo je gojenje celic pri 37 °C in stresanju 160 obr./min. ter vmesno pomerjanje OD600. 
Pri vrednosti OD600 = (0,6-0,8) so bakterijske celice bile v logaritemski fazi rasti in smo 
dodali induktor IPTG v končni koncentraciji 1 mM za produkcijo proteinov v celicah.  
 
Po 6 urah smo celice zbrali s centrifugiranjem pri 4 °C in 5500 obr./min. Zbrane celice 
smo zamrznili pri -20 °C, kar je ustvarilo ledene kristale v membrani, jih poškodovalo in 
nam omogočilo lažjo izolacijo proteina v nadaljnjih korakih.  
3.2.10.2 Liziranje celic in soniciranje 
Vse korake v nadaljevanju smo izvajali s celicami na ledu in ohlajenimi pufri. Bakterijski 
pelet smo resuspendirali v liznem pufru (Preglednica 19). Celice smo sonicirali 5 minut 
pri nastavitvah impulzov 1 s ON, 3 s OFF in amplitudi 40 %. Sledilo je zbiranje s 30 
minut centrifugiranja pri 12000 obr./min. V nadaljevanju smo uporabili supernatant za 
izolacijo tarčnega proteina. 
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Preglednica 19: Sestava liznega pufra. 
Kemikalija Koncentracija 
Tris 20 mM 
NaCl 200 mM 
Lizocim 0,6 mg/ml 
CPI inhibitor proteaz 2 ml/ml 
MgCl2 1 mM 
Benzoaza 60 nl/ml 
pH 8 
3.2.11 Histidin afinitetna kromatografija 
Za izolacijo tarčnega proteina (polipeptidnega ogrodja) s histidinskim repom smo 
uporabili kolono s 5 ml Ni-NTA polnila. Kolono s polnilom smo sprali z destilirano vodo 
in nato s Pufrom 1. Temu je sledila vezava tarčnega polipeptida iz supernatanta pri 
stalnem mešanju. Nevezane in nespecifično vezane proteine smo odstranili s spiranjem s 
Pufrom 1 in Pufrom 2 (Preglednica 20 in Preglednica 21). Učinkovitost vezave proteina 
smo spremljali spektrofotometrično z merjenjem vzorca spiranja pri 280 nm. Ko je 
vrednost OD280 dosegla vrednost nižjo od 0,03, smo vezan protein eluirali z 250 mM 
imidazolom (Preglednica 22), ki se veže na Ni-NTA in izpodrine tarčni protein označen 
s histidinskim repom.  
Preglednica 20: Sestava Pufra 1. 
Kemikalija Koncentracija 
Tris 20 mM 
NaCl 200 mM 
Imidazol 10 mM 
pH 8 
Preglednica 21: Sestava Pufra 2. 
Kemikalija Koncentracija 
Tris 20 mM 
NaCl 200 mM 
Imidazol 20 mM 
pH 8 
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Preglednica 22: Sestava elucijskega pufra. 
Kemikalija Koncentracija 
Tris 20 mM 
NaCl 200 mM 
Imidazol 250 mM 
pH 8 
3.2.11.1 Dializa eluata 
Eluat smo dializirali z uporabo dializne membrane Spectra/Por Dialysis Membrane 
MWCO 3500 (Spectrum Laboratories), ki zadrži molekule večje od 3,5 kDa. Eluat v 
dializni membrani smo dializirali v 1 l pufra 1 ob konstantnem mešanju pri 4 °C. Po 4 
urah smo pufer zamenjali in ponovno dializirali preko noči.  
3.2.12 Karakterizacija sekundarne strukture proteinov z merjenjem cirkularnega 
dikroizma (CD) 
Cirkularni dikroizem (CD) je metoda za določanje sekundarne strukture proteinov v 
raztopini. Predstavlja neenako absorpcijo levo-sučne in desno-sune cirkularno 
polarizirane svetlobe optično aktivnih molekul, kot so to proteini. Rezultat meritve CD 
spektra nam poda informacijo o prisotnosti struktur proteinov, kot so to alfa vijačnice, 
beta ploskve in neurejene strukture (Slika 8).  
 
Sekundarno strukturo proteina smo določili pri valovnih dolžinah od 200 nm do 280 nm. 
Analiza je potekala pri 20 °C, konstantnem toku dušika in spreminjanjem valovne dolžine 
1 nm na sekundo. Za analizo s CD smo pripravili po 300 l 40 M vzorcev posameznih 
peptidov, ki tvorijo ovite vijačnice. Koncentracije peptidov smo določili 
spektrofotometrično. Hkrati smo pripravili in analizirali tudi pare peptidov P9 in P10 ter 
izmerili CD spekter tudi v odvisnosti od temperature v območju od 4 °C do 95 °C.  
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Slika 8: Značilne oblike spektrov CD za alfa heliks, beta plošče in naključno zvijanje (Circular dichroism, 
2019) 
3.2.13 Kovalentno povezovanje oligonukleotidov s peptidi 
Eden od ciljev naloge je bil pripraviti kovalentno povezane peptide P9 in P10 
(Preglednica 8) z oligodeoksinukleotidom (CpG-ODN-SH). Za to smo uporabili princip 
povezovanja med tiolno skupino na oligonukleotidu in maleimidno skupino na peptidu 
(Slika 9). Reakcija je potekala v prisotnosti reducenta TCEP (ang. tris(2-
carboxyethyl)phosphine, okr. TCEP) in pri različnih pH vrednostih. Reducent je poskrbel 
za redukcijo tiolne skupine. 
 
Peptide P9-C'mal, P9-N'mal in P10-C'mal ter molekule ODN smo raztopili v pufru 20 
mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM TCEP, pH 7,0.  
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Slika 9: Prikaz kovalentnega povezovanja in produkta. (a) Kovalentno povezovanje med 
oligodeoksinukleotidom s tiolno skupino in obvito vijačnico z maleimidno skupino in (b) produkt 
kovalentnega povezovanja. 
3.2.14 Priprava nosilca in afinitetna kromatografija z magnetnimi kroglicami 
Afinitetna kromatografija s streptavidinskimi magnetnimi kroglicami ponuja enostavno 
rešitev za čiščenje spojin z biotinom ali za pripravo nosilca za afinitetno kromatografijo. 
To lastnost smo želeli izkoristiti za čiščenje konjugata med CC-peptidi in CpG-ODN-SH. 
Shematični prikaz je prikazan v nadaljevanju (Slika 10). 
 
Na streptavidinske magnetne kroglice smo vezali z biotinom označen oligonukleotid 
(ODN-biotin), ki je imel komplementarno zaporedje molekuli CpG-ODN, ki je imelo 
enako zaporedje kot CpG-ODN-SH za pripravo konjugata CC-peptid:CpG-ODN. 
 
Uporabili smo Pierce Streptavidin Magnetic Beads (Thermo Scientific), ki imajo 
koncentracijo magnetnih kroglic 10 mg/ml. Vsak miligram kroglic imakapaciteto vezave 
približno 55g biotiniliziranih protiteles oziroma približno 3,5 nmol biotiniliziranega 
fluoresceina (podatki proizvajalca).  
 
Privzeli smo, da je na en miligram kroglic možno vezati 3,5 nmol molekul ODN-biotin. 
Uporabili smo 0,5 mg kroglic, ki so torej zmožne vezave 1,75 nmol molekul ODN-biotin. 
Raztopino molekul ODN-biotin smo pripravili v pufru TE (Preglednica 24).  
 
Pufer TBS za spiranje in vezavo magnetnih kroglic je predstavljen v Preglednici 23. 
Podrobnejši opis je naveden v poglavju Rezultati. 
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Preglednica 23: Pufer TBS za vezavo in spiranje magnetnih kroglic. 
Kemikalija Koncentracija 
Tris 50 mM 
NaCl 150 mM 
Tween-20 0,10 % 
pH 8 
Preglednica 24: Pufer TE za raztapljanje molekul ODN. 
Kemikalija Koncentracija 
Tris 10 mM 
EDTA 1 mM 
pH 8 
 
 
 
Slika 10: Prikaz nosilca za afinitetno kromatografijo in delovanje. Pod a) vidimo pripravljen nosilec in 
lovilec za naš konjugat. Pod b) je prikazana vezava konjugata. Točka c) prikazuje spiranje morebitnih 
nespecifičnih, nevezanih molekul. Točka d) predstavlja rezultat elucije, ko bi prekinili vez med biotinom 
in streptavidinom. 
3.2.14.1 Preverjanje vezave z biotinom označenega oligodeoksinukleotida  
  na streptavidinske magnetne kroglice 
Pripravili smo ODN-biotin raztopino v TBS pufru s koncentracijo 0,202 mM. Za vezavo 
na kroglice smo kroglice sprali in resuspendirali v 300 l TBS pufra. Temu smo dodali 
10 l ODN-biotin raztopine. To je pomenilo 2 nmol molekul ODN-biotin, ki zasedejo vsa 
vezavna mesta na dodanih magnetnih kroglicah.  Opravili smo meritev koncentracije 
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spektrofotometrično na NanoDrop pred vezavo in nato meritev po vezavi. Iz tega smo 
privzeli, kolikšno količino molekul ODN smo dejansko vezali na streptavidinske 
magnetne kroglice. Vezava je potekala 1 h na sobni temperaturi in nato še čez noč na 
4 °C.  
3.2.14.2 Vezava CpG-ODN na nosilec afinitetne kromatografije in elucija 
Za ugotavljanje uspešnega delovanja afinitetnega nosilca smo uporabili CpG-ODN, ki se 
zaradi komplementarnosti veže na ODN-biotin, le-ta pa je vezan na magnetnih kroglicah.  
 
CpG-ODN smo dodali afinitetnemu nosilcu in mešanico inkubirali 2 h pri sobni 
temperaturi s stresanjem. Koncentracijo ODN pred in po vezavi smo določali 
spektrofotometrično (NanoDrop) z merjenjem absorbance pri 260/280 nm.  
  
CpG-ODN smo eluirali iz nosilca pri različnih temperaturah v prisotnosti in odsotnosti 
Tween-20 detergenta. Po vezavi CpG-ODN molekul smo kroglice dvakrat sprali. 
Magnetne kroglice afinitetnega nosilca smo zbrali s pomočjo magneta, kar nam je 
omogočilo enostavno rokovanje z nosilcem. CpG-ODN smo iz afinitetnega nosilca 
eluirali pri temperaturah od 50 °C do 75 °C z inkubiranjem 15 minut in stresanjem 500 
obr./min. 
3.2.15 Ionska izmenjevalna kromatografija 
Ionska izmenjevalna kromatografija (ang. Ion exchange chromatography, okr. IEC) je 
metoda, ki omogoča ločevanje proteinov na podlagi ionskih interakcij. Ločevanje temelji 
na reverzibilni interakciji med nabitimi proteini in nasprotno nabitim medijem (Slika 11).  
30 
Lulić S. Optimizacija vezave aktivatorja receptorja TLR9 na peptide s strukturo ovite vijačnice.  
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
 
 
Slika 11: Princip delovanja ionske izmenjevalne kromatografije. 
Naboj proteina se spreminja glede na pH pufra. Običajno pri pH višjem od izoelektrične 
točke (pI) proteina se le-ta veže na pozitivno nabit anionski izmenjevalec. Pri pH nižjem 
od pI se protein veže na negativno nabit kationski izmenjevalec.  
 
Konjugacijsko mešanico smo nanesli na kolono ob nizki ionski jakosti, v pufru A (50 mM 
Tris, 150 mM NaCl, pH 8), ki je omogočil vezavo na kolono. Nato smo izvedli spiranje 
s postopnim dviganjem koncentracije soli (NaCl) s pufrom B (50 mM Tris, 2 M NaCl, 
pH 8). Z naraščanjem koncentracije soli so ioni tekmovali z našim vzorcem in ga 
postopoma spirali s kolone.  
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4 REZULTATI  
Cilj magistrske naloge je bil pripraviti polipeptidno ogrodje na osnovi peptidov, ki tvorijo 
ovite vijačnice (CC-peptidi), in bo predstavljalo nosilec za antigene in agoniste prirojene 
imunosti. Tako imenovane aktivatorje imunskega odziva nameravamo na ogrodje pripeti 
preko CC-peptidov, ki tvorijo strukturo ovitih vijačnic. 
 
V nadaljevanju (Slika 12) je predstavljena shema poteka naloge z izpostavljenimi 
ključnimi koraki. Priprava polipeptidnega ogrodja je vključevala molekularno kloniranje, 
transformacijo genskega konstrukta z zapisom za proteinsko ogrodje v produkcijski 
bakterijski sev in izolacijo ter detekcijo proizvedenega polipeptidnega ogrodja. Drugi del 
naloge je bil pripraviti konjugat, ki predstavlja kovalentno povezan CC-peptid z 
oligonukleotidom CpG-ODN-SH, čiščenje produkta reakcije in detekcija le-tega.  
 
 
 
Slika 12: Shematični prikaz ključnih korakov magistrskega dela. Levo je prikaz korakov za pripravo 
polipeptidnega ogrodja na osnovi ovitih vijačnic GFP:P3:P6:P10. Desno je prikaz sinteze konjugata med 
tiolno skupino oligonukleotida CpG-ODN-SH in maleimidno skupino CC-peptida.  
4.1 POLIPEPTIDNO OGRODJE SESTAVLJENO IZ PEPTIDOV, KI TVORIJO 
OVITE VIJAČNICE 
4.1.1 Priprava genskega konstrukta, ki nosi zapis za polipeptidno ogrodje 
Za pripravo polipeptidnega ogrodja GFP-P3-P6-P10 smo povezali protein zelenega 
fluorescirajočega proteina (Green fluorescent protein, okr. GFP) in peptide, ki tvorijo 
ovite vijačnice, P3, P6 in P10 (Slika 13). Protein GFP in posamezne peptide P3, P6 in 
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P10 smo med seboj povezali s 5 aminokislin dolgimi povezovalci peptidov z zaporedjem 
aminokislin GSGGS. Polipeptidu smo dodali histidinski rep na N-terminalnem delu za 
enostavnejšo izolacijo polipeptida iz bakterijske produkcijske mešanice. Genski 
konstrukt za opisano polipeptidno ogrodje smo vstavili v ekspresijski vektor pET41a. 
Izbira peptidov, ki tvorijo ovite vijačnice, je temeljila na predhodnih eksperimentih 
opravljenih na Odseku za sintezno biologijo in imunologijo na Kemijskem inštitutu.  
 
Z reakcijo PCR smo namnožili vektor pET41a, z zapisom za histidinski rep ter protein 
GFP, in peptida P3 ter P6 (Slika 13a). Za matrico peptidov P3 in P6 smo uporabili 
sintetični gen s peptidoma P3 in P6. Očiščene fragmente reakcije PCR smo združili s 
lepljenjem po Gibsonu. S tem smo dobili zaporedje GFP-P3-P6 v plazmidnem vektorju 
pET41a. V naslednjem koraku smo z reakcijo PCR namnožili plazmidni vektor, ki mu je 
bil z oligonukleotidnim začetnikom dodan zapis za peptid P10 (Slika 13b). Produkt smo 
ločili z gelsko elektroforezo in združili z lepljenjem po Gibsonu.   
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a) 
 
b) 
 
c) 
 
Slika 13: Prikaz poteka kloniranje. V prvem koraku (a) smo s pomočjo začetnih oligonukleotidov namnožili 
plazmid pET41a, ki je že vseboval histidinski repek in protein GFP. Hkrati smo z drugimi začetnimi 
oligonukleotidi namnožili peptida P3 in P6 (a), ki sta povezana z aminokislinskim povezovalcem (GSSGS). 
Skupaj smo združili konstrukt z lepljenjem po Gibsonu. V naslednjem koraku, smo z dvema daljšima 
začetnima oligonukleotidoma, ki sta vsebovala zapis za peptid P10 (b), namnožili plazmid 
pET41a:His:GFP:P3:P6, izvedli lepljenje po Gibsonu in s tem sestavili končni genski konstrukt (c) 
His:GFP:P3:P6:P10 v plazmidu pET41a.  
Uspešnost sestavljanja genskega konstrukta GFP:P3:P6:P10 smo preverili s kapilarno 
elektroforezo, pri čemer smo pričakovali fragment v gelu z velikostjo približno 1100 
baznih parov. Za potrditev ustreznosti DNA zaporedja smo insertu v plazmidu določili 
nukleotidno zaporedje, ki se je ujemalo s predvidenim teoretičnim nukleotidnim 
zaporedjem. Prav tako smo DNA zaporedje prevedli v aminokislinsko in preverili 
ustreznost s teoretičnim, ki se je prav tako ujemalo (Priloga A). 
4.1.2 Produkcija polipeptidnega ogrodja GFP-P3-P6-P10 
Za produkcijo polipeptidnega ogrodja smo uporabili sev bakterije E. coli NiCo21 
transficirane s plazmidom pET41a, ki izraža polipeptidno ogrodje GFP:P3:P6:P10. 
Izražanje proteina smo sprožili z dodatkom IPTG, ko je OD600 dosegla vrednost 0,7. Po 
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6 h gojenja na 25 °C smo bakterijske celice zbrali, lizirali in iz supernatanta izolirali 
polipeptidno ogrodje GFP:P3:P6:P10.  
 
Za izolacijo polipeptidnega ogrodja GFP:P3:P6:P10 smo uporabili NiNTA afinitetno 
kromatografijo, saj polipeptidno ogrodje na N-terminalnem koncu vsebuje histidinski 
repek, ki se veže na NiNTA polnilo. Izolaciji z NiNTA kromatografijo je sledila dializa 
vzorca proteinov in koncentriranje z uporabo Amicon Ultra-15 Centrifugal Unit (Merck), 
ki odstrani vse molekule manjše od 3,5 kDa. Za tem je sledilo še čiščenje z ionsko 
izmenjevalno kromatografijo. Uspešnost izolacije in čistost smo preverili z nanosom 30 
l vzorca proteinskega ogrodja na 10 % NaDS gel. Na Sliki 14 vidimo, da so vzorci 
našega proteina čisti in ne vsebujejo razgradnih produktov. Preračunana molska masa 
sestavljenega proteinskega ogrodja je približno 39 kDa.  
 
 
Slika 14: Slika poliakrilamidnega gela proteinskega ogrodja GFP:P3:P6:P10. Ogrodje je bilo izolirano iz 
bakterije E. coli NiCo21, očiščeno na Ni-NTA afinitetni kromatografiji in ionski izmenjevalni 
kromatografiji. Nanešene so različne frakcije eluata po ionski izmenjevalni kromatografiji.  
4.2 PRIPRAVA KONJUGATA MED OLIGODEOKSINUKLEOTIDOM in 
PEPTIDOM 
Na polipeptidno ogrodje GFP-P3-P6-P10 smo nameravali vezati peptid P9, ki je 
kovalentno povezan z oligonukelotidom CpG-ODN-SH, in je ortogonalen peptidu P10, 
saj naj bi v paru tvorila strukturo ovite vijačnice.  
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4.2.1 Analiza s cirkularnim dikroizmom 
Na začetku smo preverili, ali peptida P9 in P10 tvorita ovito vijačnico, tudi, če peptida 
vsebujeta na C ali N terminalnem koncu modifikacijo z maleimidno skupino. Tvorbo 
ovite vijačnice smo spremljali z merjenjem cirkularnega dikroizma posameznih peptidov 
in kombinacije ortogonalnih peptidov P9 in P10. Preverjali smo odvisnost CD spektra od 
temperature v območju med 4 °C in 85 °C ter odvisnost CD spektra od valovne dolžine v 
območju od 200 nm do 280 nm. Analizirali smo peptide P9-C'maleimid, P9-N'maleimid, 
P10-C'maleimid in kombinacije P9-C'maleimid s P10-C'maleimid ter P9-N'maleimid s 
P10-C'maleimid. Oznaka C'maleimid oziroma N'maleimid opisuje položaj maleimidne 
modifikacije na C oziroma N terminalnem koncu peptida. Vsako meritev smo opravili 
trikrat in izračunali povprečne vrednosti. Rezultati meritev so prikazani v nadaljevanju 
(Slika 15 in Slika 16). 
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a) 
 
d) 
  
b) 
 
e) 
 
c) 
 
 
Slika 15: CD spekter posameznih peptidov in peptidnih parov pomerjeni v območju med 200 nm in 280 
nm pred in po temperaturni denaturaciji. (a) Spekter CD peptida P9-C'mal z maleimidno skupino na C-
terminalnem koncu. (b) Spekter CD peptida P9-N'mal z maleimidno skupino na N-terminalnem koncu. (c) 
Spekter CD peptida P10-C'mal z maleimidno skupino na C-terminalnem koncu. (d) Spekter CD para 
peptidov P9-C'mal in P10-C'mal. (e) Spekter CD para peptidov P9-N'mal in P10-C'mal.  
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d)
 
b)
 
e)
 
c)
 
 
Slika 16: Rezultati spremembe spektra CD pri 222 nm v odvisnosti od temperature v temperaturnem 
območju od 4 °C in 84 °C. (a) Spekter CD peptida P9-C'mal z maleimidno skupino na C-terminalnem 
koncu. B) spekter CD peptida P9-N'mal z maleimidno skupino na N-terminalnem koncu. C) spekter CD 
peptida P10-C'mal z maleimidno skupino na C-terminalnem koncu. d) spekter CD para peptidov P9-C'mal 
in P10-C'mal. E) spekter CD para peptidov P9-N'mal in P10-C'mal. 
Poleg spektra CD v odvisnosti od valovne dolžine smo izmerili tudi profil spreminjanja 
vrednosti CD pri 222 nm v odvisnosti od temperature. Iz denaturacijskih krivulj in 
meritev CD smo izračunali temperaturo denaturacije za pare peptidov (Preglednica 25).  
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Preglednica 25: Preračunane vrednosti temperature denaturacije za peptidna para P9-C'mal + P10-C'mal in 
P9-N'mal + P10-C'mal 
Peptid Tm [°C] 
P9-C'mal + P10-C'mal 49,77 
P9-N'mal + P10-C'mal 46,90 
 
Analiza s cirkularnim dikroizmom pokaže, da vsak posamezen peptid nima značilne 
strukture -vijačnice pri temperaturi 20 °C. 
 
Analiza profila CD krivulje parov peptidov P9 in P10 pokaže, da pari tvorijo ovite 
vijačnice kljub modifikaciji z maleimidno skupino. Prav tako para P9 in P10 zavzemata 
strukturo ovite vijačnice po denaturaciji in ohlajanju na 20 °C.  
 
Z merjenjem CD pri 222 nm peptidnih parov P9 in P10 v odvisnosti od temperature smo 
pridobili informacijo, pri kateri temperature struktura ovite vijačnice razpade, kar nam da 
informacijo o stabilnosti ovite vijačnice. Rezultati, predstavljeni v preglednici 27 in na 
sliki 16, prikazujejo, da imajo pari peptidov, ki tvorijo ovito vijačnico, temperaturo 
denaturacije nad 40 °C, torej se pri sobni temperaturi (okoli 22 °C) tvorijo ovite vijačnice.    
4.2.2 Kovalentno povezovanje peptida, ki tvori ovito vijačnico, in 
oligodeoksinukleotida 
Eden od ciljev naloge je bil pripraviti konjugat, ki ima kovalentno povezan peptid, ki tvori 
ovito vijačnico z molekulo CpG-ODN-SH. Pri tem smo uporabili tvorbo kovalentne vezi 
med maleimidno skupino, ki se nahaja na peptidu, in tiolno skupino, ki jo vsebuje 
molekula CpG-ODN-SH. Za reakcijo maleimidne in tiolne skupine je značilno, da poteče 
hitro, vendar v pufru ne sme biti prisotnih ostalih molekul s tiolno skupino. Reakcijo smo 
izvedli v pufru 20 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM TCEP, pH 7. Zmešali smo 50 nmol 
CpG-ODN in 10 × množinski prebitek P9-C'mal. Končni volumen reakcijske mešanice 
je bil 1450 l.  
 
Produkte kovalentnega povezovanja smo ločili z ionsko izmenjevalno kromatografijo 
(Slika 17a). Elucijski spekter prikaže dva različna vrha, ki predstavljata spojine v 
konjugacijski mešanici. Pri tem predvidevamo, da vrh označen na sliki P9+ODN(1) 
prikazuje elucijo nekonjugiranih molekul P9 z maleimidom in CpG-ODN-SH, medtem 
ko vrh na sliki označen P9+ODN(2) vsebuje konjugat, saj se pri ionski izmenjevalni 
kromatografiji z naraščanjem ionske jakosti spirajo iz nosilca molekule po naboju. 
Prisotnost konjugata smo dodatno preverili z elektroforezo na poliakrilamidnem gelu z 
ureo. Gel smo obarvali s SybrGold ter InstantBlue barvilima. SybrGold barvilo omogoča 
detekcijo DNA (Slika 16b spodaj), medtem ko InstantBlue omogoča zaznavanje peptidov 
v gelu (Slika 17b zgoraj). Z elektroforezo smo zaznali prisotnost konjugata le v 
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konjugacijski mešanici pred ionsko izmenjevalno kromatografijo (označen s puščico na 
Sliki 17b) v velikosti okoli 5 kDa. Povprečna molska masa peptida P9 je 4,58 kDa in 
molska masa CpG-ODN je 6,1 kDa. Velikost konjugata naj bi bila 10,7 kDa. Kompleks 
CpG-ODN:CC-peptid bi se moral nahaja na gelu višje od preračunane teoretične velikosti 
peptida. Sklepamo, da je bila količina konjugata dobljenega s čiščenjem z ionsko 
izmenjalno kromatografijo prenizka za detekcijo konjugata. V konjugacijski mešanici P9 
+ ODN (2) pred nanosom na ionsko izmenjevalno kromatografijo smo zaznali prisotnost 
oligonukleotida v velikosti nezreagiranega oligonukleotida in še dodaten fragment večje 
mase na gelu barvanem z SYBRGold. Na gelu barvanem z barvilom InstanBlue smo 
zaznali CC-peptid velikosti okoli 5 kDa in dodaten fragment (označen s puščico, Slika 
17b).  
 
 
Slika 17: Slika prikazuje elucijski profil ionske izmenjevalne kromatografije konjugacijske mešanice pri 
gradientnem povečevanjem koncentracije NaCl. Na elucijskem profilu (a) je opaziti dva vrha označena z 
P9 + ODN(1) in z P9 + ODN(2). Pod (b) smo detektirali prisotnost peptida P9'-C'mal in konjugata P9:CpG-
ODN na poliakrilamidnem denaturacijskem gelu z ureo po elektroforezi in barvanjem z InstantBlue in 
SybrGold. Na gel so nanešeni vzorci konjugacijske mešanice pred in po ločevanju z ionsko izmenjevalno 
kromatografijo. Proteinski standard ima proteine sledeče molske mase:  40 kDa, 25 kDa, 15 kDa, 10 kDa, 
4,6 kDa ter 1,7 kDa (ni viden).  
Zaradi zelo nizkega izkoristka sinteze konjugata CpG-ODN:P9, smo kovalentno 
povezovanje ponovili. Pri tem smo uporabili 9 nmol CpG-ODN-SH in 10 × množinski 
prebitek posameznih CC-peptidov. Konjugacija je potekala v 300 l pufra 20 mM Tris, 
150 mM NaCl, 1 mM TCEP, pH7, na sobni temperaturi 1 h in nato čez noč na 4 °C. 
Prisotnost konjugata smo preverili z detekcijo na poliakrilamidnem denaturacijskem gelu 
z ureo po barvanju s SybrGold in InstantBlue.  
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Slika 18: Poliakrilamidni gel z ureo barvan s SybrGold (zgoraj) in InstantBlue (spodaj).  
Iz Slike 18 je razvidno, da sta v vsaki konjugacijski mešanici prisotna nezreagiran CC-
peptid in CpG-ODN-SH. Na velikosti okoli 10 kDa zaznamo šibak signal, ki predstavlja 
konjugat CpG-ODN:P9-N'mal in CpG-ODN:P9-C'mal. V konjugacijski mešanici med 
CpG-ODN-SH in P10-C'mal nismo zaznali signala s pričakovano velikostjo. To 
nakazuje, da je večina materiala ostala nezreagiranega. 
 
Zaradi zelo slabega izkoristka konjugacije CpG-ODN-SH in CC-peptidov smo preverili, 
ali sprememba ionske jakosti pufra ali sprememba pH pufra izboljšajo povezovanje 
maleimidne in tiolne skupine. Konjugacijo CpG-ODN-SH in CC-peptidov smo izvedli 
pri treh različnih pogojih (Preglednica 26). Spreminjali smo pH vrednost (pH 7,5 in 7,0) 
in ionsko jakost pufra (150 mM NaCl in 1 M NaCl). Poleg tega smo povezovanje izvedli 
z vsemi različicami CC-peptidov z dodano maleimidno skupino. Vsaka konjugacija je 
potekala v končnem volumnu 1,5 ml pufra. Peptidi in CpG-ODN so bili raztopljeni v 20 
mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM TCEP, pH 7,5.  
 
V reakcijsko zmes smo zmešali 9 nmol CpG-ODN-SH in 10 × množinski prebitek 
posameznega CC-peptida. Reakcija je potekala 1 h na sobni temperaturi in nato čez noč 
na 4 °C.  
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Preglednica 26: Sestava treh konjugacijskih pufrov. Razlikujejo se v koncentraciji NaCl in pH vrednosti.  
  Pufer 1 Pufer 2 Pufer 3 
TCEP 1mM 1mM 1mM 
Tris 20mM 20mM 20mM 
NaCl 150 mM 1 M 1 M 
pH 7,5 7,0 7,5 
 
Po zaključku konjugacije smo vzorce skoncentrirali na volumen približno 250 l. Za 
detekcijo prisotnosti konjugatov po elektroforezi poliakrilamidnega gela z ureo smo 
vzorce obarvali s SybrGold in InstantBlue barviloma (Slika 19). Najbolj intenzivni pasovi 
na gelu predstavljajo nekonjugiran CpG-ODN, vendar opazimo lise z DNA tudi pri višjih 
molskih masah (Slika 19a), kar bi lahko predstavljalo CpG-ODN povezan s peptidom, 
vendar z nizkim izkoristkom. Barvanje proteinov z InstantBlue reagentom je pokazal 
prisotnost peptidov P9-C'mal in P9-N'mal, medtem ko peptida P10-C'mal nismo uspeli 
zaznati.  
 
 
Slika 19: Detekcija konjugatov na poliakrilamidnem denaturirajočem gelu z ureo po elektroforezi, 
označenimi z InstantBlue in SybrGold barviloma. Od konjugacijske mešanice CC-peptidov in CpG-ODN 
smo vzeli 4,5 l vzorca in razredčili v konjugacijskem pufru do volumna 30 l ter dodali 24 l 1,25× 
nanašalnega barvila, segrevali 5 minut pri 95 °C in ohladili na ledu ter nanesli na gel. Oznake 1 ,2 in 3 nad 
slikami predstavljajo ustrezen pufer v katerem je konjugacija potekala. 
Poskusili smo še konjugacijo v prisotnosti visoke koncentracije gvanidinijevega 
hidroklorida (GuHCl) v pufru 20 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM TCEP, 6 M GuHCl, pH 
7. Količina CpG-ODN-SH je znašala 9 nmol, peptid smo dodali v 10 × množinskem 
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prebitku. Celoten volumen reakcije je znašal 300 l. Gvanidinijev hidroklorid je zelo 
močen denaturant, ki pri visokih koncentracijah poruši urejeno strukturo proteinov in 
hkrati poveča topnost hidrofobnih molekul. Pred nanosom na gel smo  odstranili 
gvanidinijev hidroklorid iz konjugacijske mešanice z ultrafiltracijo (Slika 20). 
 
Slika 20: Detekcija konjugatov na poliakrilamidnem denaturirajočem gelu z ureo (a) po elektroforezi in 
NaDS-PAGE (b) po konjugaciji s 6 M guanidinijevim hidrokloridom. a) Konjugacijska mešanica v pufru s 
6 M guanidinijevim hidrokloridom, ki je bil odstranjen pred nanosom na gel z redčenjem in ultrafiltracijo. 
Na gel smo nanesli 30 l vzorca in 24 l 1,25× nanašalnega barvila, ki smo jih predhodno segrevali 5 minut 
na 95 °C in ohlajali na ledu. Nanešena sta tudi peptida P10-C'mal in P9-N'mal. b) Na gel smo nanesli 30 l 
konjugacijske mešanice in peptida P10-C'mal ter P9-N'mal z dodanim NaDS, po segrevanju 5 minut na 95 
°C in ohlajanju na ledu. 
Na slikah gelov (Slika 20 a in b) smo detektirali nezreagirana CpG-ODN-SH in CC-peptid 
in konjugat, ki je na elektroforeznem gelu potoval počasneje od posameznih komponent 
(barvano s SYBRGold). Tudi dodatek gvanidinijevega hidroklorida v konjugacijsko 
mešanico ni bistveno izboljšal izkoristek konjugacije.  
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4.3 PRIPRAVA IN TESTIRANJE AFINITETNEGA NOSILCA 
4.3.1 Priprava nosilca afinitetne kromatografije 
Za čiščenje konjugata CpG-ODN:CC-peptid od nezreagiranih vstopnih molekul smo 
nameravali uporabiti afinitetno kromatografijo, ki temelji na vezavi enoverižnih DNA 
molekul na osnovi komplementarnosti. V ta namen smo vezali z biotinom označen ODN-
biotin na streptavidinske magnetne kroglice. Biotin s streptavidinom tvori močno 
nekovalentno vez. Ta stabilen kompleks kroglica-ODN-biotin predstavlja lovilec našega 
kompleksa CpG-ODN:CC-peptid. CpG-ODN-SH v konjugatu CpG-ODN:CC-peptid je 
komplementaren ODN-biotin molekuli. Komplementarnost med ODN-biotin na 
afinitetnem nosilcu in CpG-ODN-SH nam služi za specifično vezavo konjugatov na 
afinitetni nosilec. Ker je osnova afinitetnega nosilca magnetna kroglica, nam to omogoča 
enostavnejše delo ob spiranju nosilca z uporabo magneta.  
 
Pred vezavo ODN-biotin na streptavidinske kroglice smo preverili ali ODN-biotin 
vsebuje konjugiran biotin. Za preverjanje prisotnosti biotina smo uporabili točkovni 
nanos na membrano (Slika 21) in zaznavanje s streptavidinom konjugiranim s hrenovo 
peroksidazo (streptavidin-HRP).  
 
 
Slika 21: Detekcija biotina s streptavidin-HRP po točkovnem nanosu ODN-biotin molekul na 
nitrocelulozno membrano. Detekcija je potekala v območju koncentracij od 9,38 do 300,00 ng/l (300 (1), 
150 (2), 75 (3), 37,5 (4)). Prisotnost biotina smo zaznali z označevanjem s streptavidin-HRP in slikanju s 
pomočjo aparature G-box.  
Prisotnost biotina na molekuli ODN-biotin, ki smo jo vezali na streptavidinske kroglice 
smo potrdili pri koncentracijah do 37,50 ng/l. Pri nižjih koncentracijah biotina nismo 
zaznali.  
 
ODN-biotin smo vezali na streptavidinske magnetne kroglice. Na 0,5 mg magnetnih 
kroglic smo vezali 300 l raztopljenega ODN-biotin s koncentracijo 56,3 ng/l (Slika 
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22a). Po vezavi smo določili, da je v eluatu prisotne še 15,8 ng/l ODN-biotin (Slika 
22b). Iz tega izhaja, da se je na kroglice vezalo skupno 12150 ng molekul ODN-biotin 
oziroma 1,94 nmol (ob upoštevanju molske mase ODN-biotin 6254 g/mol). Proizvajalec 
magnetnih kroglic je v deklaraciji navedel, da je 1 mg kroglic zmožen vezave približno 
3,5 nmol biotiniliranega fluoresceina, torej 1,75 nmol na 0,5 mg kroglic. Iz primerjave 
teoretične kapacitete, ki je navedena kot približna vrednost, in eksperimentalno dobljene 
vrednosti vezanih ODN-biotin lahko zaključimo, da je vezava 100 %.  
 
 
Slika 22: Absorbcijski spekter in preračunana koncentracija raztopine CpG-ODN pred vezavo (a) in po 
vezavi na CpG-ODN-biotin na streptavidinskih kroglicah (b) izmerjeno na NanoDrop spektrofotometru.  
4.3.2 Testiranje afinitetnega nosilca s CpG-ODN 
Za potrditev vezave molekul ODN-biotin na kroglice in učinkovitost afinitetne 
kromatografije smo uporabili oligonukleotid CpG-ODN, ki je komplementaren 
oligonukleotidu ODN-biotin.  
 
Za preverjanje učinkovitosti vezave CpG-ODN na ODN-biotin magnetne kroglice smo 
uporabili dva različna pufra, ki se razlikujeta v vsebnosti Tween-20 (Preglednica 28). Iz 
rezultatov spektrofotometričnih meritev koncentracije vezanega oligonukleotida CpG-
ODN smo ugotovili, da se v prisotnosti Tween-20 v pufru na nosilec veže manjša količina 
CpG-ODN (Preglednica 27).  
 
V odsotnosti Tween-20 je količina vezane CpG-ODN znašala 6510 ng oziroma 1,06 nmol 
(preračunano iz množine CpG-ODN pred vezavo in po vezavi; M(CpG-ODN) = 
6138 g/mol). Z višanjem temperature pufra smo eluirali vezano CpG-ODN, za katero smo 
izračunali, da ima temperaturo prileganja na ODN-biotin 46 °C. Z dvigom temperature 
na 70 °C smo uspeli eluirati celotno vezano CpG-ODN (6360 ng CpG-ODN oziroma 1,04 
nmol).  
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Da preverimo ponovljivost metode, smo ponovili postopek vezave oligonukleotida CpG-
ODN na afinitetni nosilec v pufru brez Tween-20 in elucijo le-tega z višanjem 
temperature. Pri ponovitvi eksperimenta se je izkazalo, da se CpG-ODN ni vezal na 
afinitetni nosilec.  
 
Preglednica 27: Rezultati spektrofotometričnih meritev koncentracije ODN pred vezavo na afinitetni 
nosilec in po eluciji z nosilca v dveh različnih pufrskih sistemih.   
Opis 
TWEEN-20 10% TWEEN-20 0% 
Koncentracija [ng/l] Koncentracija [ng/l] 
10ul pripravljenega nosilca v 300uL 
TE pufra 
13,9 9,7 
Spiranje nosilca s 300ul TE pufra 2,4 0,5 
Ob dodanem CpG-ODN pred vezavo 35,4 26,3 
Prvo spiranje po vezavi 29,1 2,6 
Drugo spiranje po vezavi 29 2 
Elucija 50°C 15min 500rpm  6,5 
Elucija 55°C 15min 500rpm  10,8 
Elucija 60°C 15min 500rpm  13,5 
Elucija 65°C 15min 500rpm  16,7 
Elucija 70°C 15min 500rpm  21,2 
Slaba ponovljivost oziroma zanesljivost in robustnost testirane metode nas je odvrnila 
od nadaljnjega razvoja oziroma uporabe le-te. 
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5 RAZPRAVA 
Receptorji PRR zaznavajo molekulske vzorce patogenov PAMP (Iwasaki in Medzhitov, 
2015) in predstavljajo osnovo za uspešen imunski odziv na patogene organizme. Z 
aktivacijo prirojenega imunskega odziva se posledično aktivirajo tudi mehanizmi 
pridobljenega imunskega sistema (Iwasaki in Medzhitov, 2015). Razvoj cepiv sloni na 
vzpostavitvi imunskega spomina, ki zagotavlja dolgotrajno zaščito organizma pred 
patogeni. V magistrskem delu smo se osredotočili na aktivatorje receptorja TLR9 s 
sintetičnimi agonisti (Kumagai in sod., 2008). Poleg naravnih aktivatorjev, kot je 
enoverižna DNA z nemetiliranimi motivi CpG (Kumagai in sod., 2008), receptor TLR9 
aktivirajo tudi sintetični oligonukleotidni začetniki s CpG motivi (Pohar in sod., 2015). 
Sintetični oligonukleotidi bi se lahko uporabljali kot adjuvanti v cepivih (Klinman, 2004), 
saj izboljšajo imunski odziv na cepivo (Shirota in Klinman, 2017). Širša ideja, katere del 
je magistrska naloga, je priprava proteinskih ogrodji, na katere bi nekovalentno vezali 
aktivatorje prirojenega imunskega odziva, kot je CpG ODN in antigene. Nekovalentno 
povezavo med proteinskim ogrodjem in agonisti in antigeni bi vzpostavili preko tvorbe 
ovitih vijačnic (Gradišar in Jerala, 2011).  
 
Magistrsko nalogo smo razdelili na tri sklope: priprava linearnega proteinskega ogrodja, 
sinteza konjugata med peptidom, ki tvori ovite vijačnice in sintetičnim agonistom TLR, 
oligonukleotidom s CpG motivi in priprava nosilca za afinitetno ločevanje konjugata iz 
reakcijske mešanice. 
 
Z namenom razvoja proteinskega ogrodja smo v okviru magistrskega dela sestavili genski 
konstrukt z zapisom za proteinsko ogrodje GFP:P3:P6:P10. Proteinsko ogrodje vsebuje 
fluorescentni protein, ki nam omogoča zasledovanje internalizacije ogrodja v celico in 
izboljša produkcijo ogrodja (Misteli in Spector, 1997). Peptidi P3, P6 in P10 tvorijo ovite 
vijačnice s peptidi P4, P5 in P9 (P3:P4; P5:P6 in P9:P10) (Gradišar in Jerala, 2011). Na 
pripravljeno proteinsko ogrodje bi lahko povezali do tri različne agoniste imunskega 
odziva. To bi pomenilo boljšo aktivacijo prirojenega in pridobljenega imunskega odziva 
(Voller in Krieg, 2009). Genski konstrukt smo uspešno vstavili v ekspresijski plazmid, 
proizvedli proteinsko ogrodje in ga tudi izolirali.  
 
Drug del magistrske naloge je vključeval pripravo konjugata CpG-ODN:CC-peptid in 
njegovo čiščenje. Pri tem smo za CC-peptid uporabili P9, ki s peptidom P10 iz ogrodja 
tvori ovito vijačnico. Molekulo CpG-ODN smo izbrali iz skupine sintetičnih 
oligonukleotidov, ki aktivirajo receptor TLR9 (Hartmann in sod., 2000). Z merjenjem 
sprememb v cirkularnem dihroizmu mešanice P9 in P10 peptida smo potrdili, da navkljub 
modifikaciji peptida z maleimidno skupino, peptida tvorita ovito vijačnico in to s 
temperaturo denaturacije nad 45o C. Za kovalentno vezavo smo imeli na voljo sintetične 
peptide z dodano maleimidno skupino in sintetičen CpG-ODN-SH s tiolno skupino. 
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Povezovanje maleimidne skupine s tiolno skupino velja za hitro in enostavno reakcijo, ki 
poteče v vodnih raztopinah in tvori stabilen, kovalentno povezan produkt (Nair in sod., 
2014). Iz rezultatov je razvidno, da je bila učinkovitost konjugacije nizka, saj smo v 
konjugacijski mešanici poleg konjugata zaznali nezreagiran CpG-ODN in CC-peptid. 
Pričakovali bi, da oligonukleotid CpG-ODN-SH v celoti reagira s pribitkom CC-peptida. 
Zelo podobne izkoristke konjugacije smo dobili ne oziraje se na pufer konjugacijske 
mešanice. V pufru smo spreminjali ionsko jakost in pH vrednosti pufra. Prav tako nismo 
uspeli izboljšati izkoristka konjugacije z dodatkom gvanidinijevega hidroklorida. 
Povezovanje maleimidne skupine s tiolno skupino je eden od pogostje uporabljenih 
načinov kovalentnega povezovanja dveh molekul (Tung in sod., 1991), ki pa ima nekaj 
slabosti. Za maleimidno reaktivno skupino je značilno, da je podvržena hidrolizi v 
prisotnosti vodnih raztopin (Boyatzis in sod., 2017). Za tiolne skupine je značilno, da se 
povezujejo med seboj s tvorbo S-S vezi (Bulaj, 2005). Medtem ko smo S-S vez reducirali 
z uporabo TCEP (Burns in sod., 1991), pa na predčasno hidrolizo maleimidne skupine 
nismo imeli vpliva. Predvidevamo, da je poglaviten vzrok slabega izkoristka konjugacije 
predvsem delna hidroliza maleimidne skupine. Možna rešitev izboljšanja konjugacije bi 
bila konjugacija v nevodnem mediju (npr. DMSO). Vedno bolj se uveljavlja povezovanje 
različnih molekul s t.i. "klik" kemijo, ki povezuje DNA, peptide, proteine, oligosaharide 
z različnimi molekulami (Moses in Moorhouse, 2007). Za tovrstno kovalentno 
povezovanje je značilna velika inertnost v vodnih medijih in zelo visoka učinkovitost 
medsebojne vezave (El-Sagheer in Brown, 2010). Kasneje so na Kemijskem inštitutu 
potrdili delovanje »klik« kemije za povezovanje oligonukleotida z azidno skupino in 
peptida s skupino DBCO. 
 
Za enostavno čiščenje konjugata CpG-ODN:CC-peptid iz konjugacijske mešanice smo 
predvideli uporabo afinitetne kromatografije na podlagi specifične vezave 
komplementarnih enoverižnih oligonukleotidov. Kot so pokazali Zhou in sod., (2014) 
lahko afinitetna kromatografija z magnetnimi kroglicami predstavlja hitro in učinkovito 
čiščenje konjugata. V ta namen smo v okviru magistrske naloge pripravili nosilec 
afinitetne kromatografije, ki je imel molekule ODN z biotinom (ODN-biotin), vezane na 
magnetne kroglice preko streptavidina. Biotin in streptavidin tvorita zelo močno 
nekovalentno vez (Weber in sod., 1989), ki se pogosto uporablja za nekovalentno 
povezovanje dveh molekul. Po potrditvi, da molekule ODN-biotin vsebujejo vezan biotin, 
smo ODN-biotin vezali na streptavidinske magnetne kroglice v količini 1,94 nmol na 0,5 
mg nosilca, kar je predstavljalo 100 % teoretično izračunane množine, ki je približno 1,75 
nmol (podatki proizvajalca). Delovanja afinitetne kromatografije smo preverili s 
oligonukelotidom CpG-ODN, kateri ima komplementarno zaporedje oligonukleotidu 
ODN-biotin. Pokazali smo, da se komplementarni oligonukelotid na afinitetni nosilec 
učinkovito veže samo v odsotnosti detergenta v pufru. Dodatek detergenta Tween-20 
prepreči tvorbo komplementarnih parov oligonukelotidov. Vezan CpG-ODN smo sprali 
iz afinitetnega nosilca z dvigom temperature nad temperaturo prileganja para 
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oligonukleotidov CpG-ODN in ODN-biotin. Pri temperaturi na 70o C smo dosegli 
popolno elucijo oligonukleotida. Izkazalo se je, da je kapaciteta vezave na nosilec z 
naslednjim eksperimentom močno padla, zato smo z razvojem metode prenehali. 
Poglavitni vzrok za drastično zmanjšanje učinkovitosti afinitetne kromatografije smo 
pripisali razgradnji oligonukleotidov s prisotnimi DNAzami, saj nismo uporabljali 
inhibitorjev DNAz. Možna rešitev bila uporaba oligonukleotidov z zamenjavo 
fosfodiesterske vezi v ogrodju v fosfotioatno, ki je odporna na razgradnjo z DNAzami 
(Spitzer in Eckstein, 1988). V nadaljevanju bi bilo smiselno preveriti tudi s 
streptavidinom konjugirane magnetne kroglice drugih proizvajalcev, ki imajo višjo 
kapaciteto. Pozneje so na Kemijskem inštitutu za čiščenje konjugatov uporabili 
kromatografijo na reverzni fazi, ki učinkovito ločuje konjugat od primesi in prisotnost 
konjugata potrdili z masno spektrometrijo. 
 
Kljub uspešnem nadzoru določenih bolezni z uporabo tradicionalnih cepiv, ostaja še 
veliko bolezni, za katere nimamo razvitih cepiv. Za izboljšanje cepiv je potrebno v 
organizem dovajati tudi imunostimulatorne adjuvante. Pri proizvodnji le-teh lahko 
pripomore tudi biotehnologija. Moyle (2017) povzema različne proteinske adjuvante, ki 
se lahko genetsko združijo z antigeni in ponujajo možnost proizvodnje rekombinantnih 
antigen-adjuvant fuzijskih proteinov, med drugim flagelin. Flagelin ima potencial za 
povečanje zaščite pred virusi gripe in tudi ostalimi bolezni (Skountzou in sod., 2010). 
Kljub temu je flagelin lahko zelo zahteven za proizvodnjo večjih količin čistega proteina, 
predvsem zaradi proteolitične degradacije na C-terminalnem koncu (Moyle, 2017). Zato 
z biotehnološkimi pristopi lahko modificiramo flagelin za izboljšanje imunostimulatornih 
lastnosti, medtem ko ohranimo njegovo uporabnost v farmaciji.  
 
Proizvodnja biokonjugatov je lahko uporabna na področjih kot so biosenzorji, dostava 
zdravil v organizem, radioterapijo in tarčno opazovanje celic (Liebana in sod., 2016). Kot 
to opisujeta Liebana in sod. (2016), se različni biosenzorji zanašajo na različne molekule, 
kot so nukleinske kisline, protitelesa, celice ali encimi, ki lahko delujejo kot bioreceptorji 
in signalne molekule ali kot oznake molekul. Pri tem je pomembna imobilizacija in 
stabilizacija bioreceptorjev na elektrodno podlago. Imobilizacija na podlago je lahko 
nepovratna ali povratna (Liebana in sod., 2016). Med nepovratne štejemo, na primer, 
kovalentno povezovanje, medtem ko med povratne štejemo, na primer, bioafiniteto. 
Primer bioafinitete je povezava med streptavidinom in biotinom.  
 
Biokonjugacija na proteine in peptide ima potencialno uporabo v medicinskih produktih 
in diagnostičnih orodjih oziroma postopkih (Fernandes in sod., 2018). Vendar, proteini 
imajo pogosto večje število istih aminokislin, zato lahko konjugacija poteče zelo 
nespecifično (Redeker in sod., 2013). V primeru, da želimo doseči večjo specifičnost 
konjugacije, se lahko ciljnega spreminjanja nukleotidnega zaporedja in izražanja 
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rekombinantnih proteinov, ter s tem vpeljemo unikatno reaktivno skupino na izbrani 
aminokislini in povečamo specifičnost konjugacije (Spicer in sod., 2014).  
 
Kot strategija dostave zdravil ima modifikacija terapevtskih agensov z nosilnimi 
molekulami številne prednosti. Te so optimalne fizikalno kemijske lastnosti, izboljšana 
ciljna dostava zdravil za specifične bolezni, zmanjšano toksičnost ter nadzorovan profil 
sproščanja zdravil (Li in sod., 2017). Z razvojem področja biokonjugatov lahko 
spremljamo številne inovacije, nove usmeritve raziskovanj in nove dosežke. Razvoj 
znanosti o materialih in biotehnologije je pripeljal do razvoja številnih nosilnih molekul. 
Med te štejemo sintetične in naravne polimere, peptide in proteine oziroma protitelesa. 
Novosti na področju rekombinantne DNA in tehnologij proteinskega inženiringa so 
privedle do izboljšanja razvoja biokonjugatov s peptidi oziroma proteini. Poleg tega 
znanstveniki uspešno razvijajo področje konjugatov protitelo-zdravilo. Dimasi in sod. 
(2017) opisujejo uspešno konjugacijo med vstavljenimi cisteini v anti-EphA2 1C1 
protitelo in maleimidno skupino dimera pirolobenzodiazepina (ang. 
pyrrolobenzodiazepine). Za postopek konjugacije so, podobno kot mi, uporabili raztopino 
reducenta TCEP, ki pa so ga neposredno pred konjugacijo odstranili z dializo. Produkt 
konjugacije je tako pokazal zmanjšan ne-tarčni privzem konjugata v celice prirojenega 
imunskega odziva, kar lahko nakazuje na zmanjšano ne-tarčno toksičnost in hkrati 
selektivno citotoksičnost za celice raka prostate (Dimasi in sod., 2017).  
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6 SKLEPI  
V sklopu magistrskega dela smo uspešno sestavili genski konstrukt v plazmidu pET41a, 
ki izraža polipeptidno ogrodje GFP:P3:P6:P10. Polipeptidno ogrodje smo uspešno 
proizvedli v bakteriji E. coli in izolirali ter očistili s pomočjo Ni-NTA afinitetne 
kromatografije.  
 
Kovaletntno povezovanja peptidov P9 in P10, ki vsebujejo maleimidno skupino na N- ali 
C- terminalnem koncu, z molekulami oligonukleotida CpG-ODN-SH, ki vsebujejo tiolno 
skupino, je sicer poteklo vendar z zelo nizkim izkoristkom. Pokazali smo, da omenjeno 
povezovanje v vodnem mediju z reducentom TCEP ni ustrezno.  
 
Preverili smo uporabnost afinitetne kromatografije za čiščenje konjugata CpG-ODN:CC-
peptid, ki temelji na povezovanju komplementarnih enoverižnih oligonukleotidov. Pri 
tem smo za nosilec komplementarne oligonukleotidne verige uporabili streptavidinske 
magnetne kroglice. Uspešno smo pripravili nosilec za afinitetno kromatografijo brez 
dodanega Tween-20 detergenta in nanj vezali ter tudi eluirali komplementarno CpG-
ODN. Pri pripravi nosilca se je izkazalo, da Tween-20 ovira povezovanje molekul ODN-
biotin in streptavidinskih magnetnih kroglic. Nadaljnje testiranje afinitetnega nosilca je 
pokazalo, da je delovanje afinitetnega nosilca neponovljivo.  
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7 POVZETEK  
 
Prirojen imunski odziv sprožijo evolucijsko ohranjene molekulske strukture, ki jih 
izražajo patogeni organizmi. Te strukture imenujemo molekulski vzorci patogenov oz. 
molekule PAMP. Gostiteljski receptorji TLR so sposobni zaznavati različne molekulske 
vzorce patogenov. Nemetilirane molekule CpG-ODN, prisotne v bakterijah in virusih, 
prepoznavajo receptorji TLR9. Prirojen imunski odziv vključuje proizvodnjo citokinov, 
kemokinov, interferona tipa I in protimikrobnih peptidov (Akira in Takeda, 2004). 
Posledično se v gostitelju sproži pridobljen imunski odziv, pri čemer organizem začne 
proizvajati antigen-specifične celice T in celice B. To privede do proizvodnje specifičnih 
protiteles in citotoksičnih celic T, sposobne uničevanja okuženih telesnih celic in razvoja 
imunskega spomina (Kanzler in sod., 2007). Zaradi aktivacije prirojenega imunskega 
sistema in posledično aktivacije pridobljenega imunskega sistema so različni agensi, med 
drugim nemetilirane molekule CpG-ODN, tarča raziskovalcev kot potencialnih 
adjuvantov v cepivih.  
 
Cilj magistrske naloge je bila priprava polipeptidnega ogrodja GFP:P3:P6:P10 iz 
peptidov, ki tvorijo ovite vijačnice. Poleg polipeptidnega ogrodja smo želeli pripraviti 
konjugat CpG-ODN:CC-peptid, ki bi se lahko na podlagi homolognih peptidnih parov 
povezal na polipeptidno ogrodje.  
 
Uspešno smo sestavili genski konstrukt za izražanje polipeptidnega ogrodja, kar smo 
dokazali s sekveniranjem. Polipeptidno ogrodje smo tudi uspešno proizvedli v 
produkcijskem sevu bakterije E.coli NiCo21 in očistili z Ni-NTA afinitetno 
kromatografijo ter ionsko izmenjevalno kromatografijo.  
 
Povezovanje CpG-ODN in CC-peptida je temeljilo na tvorbi kovalentne vezi med tiolno 
(-SH) skupino na molekuli CpG-ODN in maleimidno skupino na peptidu. Preizkusili smo 
različne pogoje kovalentnega povezovanja, vendar nismo uspeli doseči dovolj visokih 
izkoristkov za nadaljnjo uporabo konjugata. Poleg polipeptidnega ogrodja in konjugata 
smo želeli pripraviti nosilec za afinitetno kromatografijo z magnetnimi kroglicami na 
podlagi komplementarnosti molekul DNA. Uspešno smo ustvarili nosilec afinitetne 
kromatografije, a je kapaciteta nosilca izrazito padla pri ponovni vezavi komplementarne 
CpG-ODN na nosilec.  
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PRILOGA A 
 
AMINOKISLINSKO ZAPOREDJE His-ngGFP-P3-P6-P10 
 
MGHHHHHHHHMVSKGEEDNMASLPATHELHIFGSINGVDFDMVGQGTGNPN
DGYEELNLKSTKGDLQFSPWILVPHIGYGFHQYLPYPDGMSPFQAAMVDGSGY
QVHRTMQFEDGASLTVNYRYTYEGSHIKGEAQVKGTGFPADGPVMTNSLTAA
DWCRSKKTYPNDKTIISTFKWSYTTGNGKRYRSTARTTYTFAKPMAANYLKNQ
PMYVFRKTELKHSKTELNFKEWQKAFTDVMGMDELYKGGSGGENLYFQGEIQ
QLEEEISQLEQKNSELKEKNQELKYGGSGGSKNEELKREIERLEEENRELERKIE
YLKRGCGSGGSDKNQELKKENEELERKIWELKKKIQELKRGK 
 
      
